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A citricultura é uma das culturas mais importantes para a bioeconomia brasileira, contudo, a 
cultura de citros é alvo constante de inúmeras doenças e pragas capazes de causar danos 
irreversíveis nas plantas e nos frutos, o que resulta na queda da produtividade. O cancro cítrico 
é uma das doenças que ocasionam a maior perda econômica em plantações de citros. É causada 
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) e os principais sintomas são observados 
nas folhas e frutos, sendo caracterizados por lesões necróticas circulares e circundadas por halos 
amarelos. A bactéria entra no tecido da planta hospedeira por meio de estômatos ou ferimentos 
e se multiplica em condições ótimas de crescimento, e saem das aberturas dos estômatos em 
menos de cinco dias para fornecer o inóculo para o desenvolvimento da doença. X. citri forma 
biofilme em superfícies bióticas e abióticas, o qual é definido como um conglomerado de 
células bacterianas, envolto por uma matriz formada principalmente por exopolissacarídeos 
(EPS), contudo vários outros genes e estruturas de superfície estão envolvidas no 
desenvolvimento do biofilme maduro. Como poucos trabalhos têm avaliado o real papel do 
processo de formação de biofilme no desenvolvimento de cancro cítrico, é importante a 
caracterização funcional de genes para verificar seu papel biológico durante no processo de 
formação de biofilme em Xanthomonas. Com esse intuito foi realizado um screning de 
biblioteca de mutantes Tn5 para selecionar genes associados à capacidade de formação de 
biofilme. Esse estudo envolveu a caracterização de três genes: ecnA/XAC4008, XAC0292 e 
hrpB/XAC0293. O gene ecnA faz parte do locus entericidin ecnAB, descrito como um provável 
sistema toxina/antitoxina em E. coli, que quando mutado levou a uma redução da formação de 
biofilme e um desenvolvimento mais lento de sintomas de cancro cítrico. O gene XAC0292 
codifica uma proteína sem domínio ou função conhecida e o mutante XAC0292::Tn5 apresentou 
uma maior produção de goma xantana, o que levou a uma maior formação de biofilme e também 
a um aumento da motilidade (sliding) da bactéria. O gene XAC0292, provavelmente, é transcrito 
juntamente com o gene hrpB/XAC0293, ou seja, fazem parte de um mesmo operon.  O gene 
hrpB codifica uma RNA helicase que está provavelmente envolvida na regulação positiva do 
gene fimA, que forma a estrutura principal do pili tipo 4 (T4P) de Xanthomonas citri, o que 
ocasionou uma redução da adesão a superfícies, com consequente diminuição na formação de 
biofilme, motilidade, o que levou a uma menor sobrevivência da população bacteriana na 
superfície foliar de laranja doce e consequentemente a uma redução dos sintomas do cancro 
cítrico. O estudo da função desses genes abriu portas para o conhecimento da regulação 






The citrus industry is one of the most important crops for the Brazilian economy, but this sector 
is a constant target of numerous diseases and plagues that cause damage in plants and fruits, 
resulting in reduced yield. The citrus canker is one of the diseases that cause the greatest 
economic loss in citrus. It is caused by the bacteria Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) and 
the main symptoms observed on leaves and fruits and they are characterized by circular necrotic 
lesions surrounded by yellow halos. The bacteria enter the tissues of the host plant through 
stomata or injury and multiplies under optimal growth conditions, emerging from the openings 
of the stomata in less than five days to provide the inoculum for the development of the disease. 
X. citri forms biofilm on biotic and abiotic surfaces, which is defined as a conglomerate of 
bacterial cells enclosed in a matrix formed mainly of exopolysaccharides (EPS), however 
several structures and other genes are involved in biofilm development. As few studies have 
assessed the true role of biofilm formation process in the development of citrus canker, the 
functional characterization of genes is important to check their biological role during the 
biofilm formation in Xanthomonas. Because of that, we performed a screening of a mutant Tn5 
library to select responsible genes for change the biofilm formation. This study involved a 
characterization of three genes: ecnA/XAC4008, XAC0292 and hrpB/XAC0293. The ecnA 
gene is part of locus entericidin ecnAB, described as a possible toxin-antitoxin system in E. coli. 
The mutant ecnA::Tn5 showed a reduction of biofilm formation and development slower of 
citrus canker symptoms. The gene XAC0292 encodes a protein without domain or known 
function and the mutant XAC0292:: Tn5 presented a greater xanthan gum production, which 
led to a major biofilm formation and increased bacteria motility (sliding). Probably, XAC0292 
is transcribed with the hrpB/XAC0293 gene, in other words, both genes are part of an operon. 
The hrpB gene encodes a ATP-dependent RNA helicase which is, possibly, involved in the 
positive regulation of fimA gene, that form the main structure of pili type 4 (T4P) of 
Xanthomonas citri, which led to a reduction of adhesion to surfaces, with consequent reduction 
of biofilm and motility, what took a smaller survival of the bacterial population on the leaf 
surface of sweet orange and consequently a reduction of the citrus canker symptoms. The study 
of the role these genes opened doors for knowledge of regulation involved in biofilm formation 
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1. Aspectos gerais da citricultura 
A citricultura está distribuída em todo o mundo, mas é economicamente importante 
nas regiões tropicais e subtropicais. A China é, atualmente, o maior produtor mundial de citros 
com 648 milhões de caixas na safra de 2013, em uma área em 2,11 milhões de hectares 
(FUNDECITRUS, 2015). No entanto, o Brasil é o principal produtor de laranja, responsável 
por cerca de 30% do volume de produção mundial da fruta segundo a Organização das Nações 
Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO, 2014). A área total de citros do parque citrícola 
brasileiro é de 492.544 hectares, dos quais 443.598 hectares (90,07%) são de laranja. Mais de 
100 milhões de caixas de laranja (40,8 kg), equivalente a aproximadamente 30% da produção 
nacional, são consumidas no mercado interno de fruta fresta, e os outros 70% é utilizado na 
produção de suco de laranja destinado à exportação. O Brasil é também o principal exportador 
mundial de suco de laranja, tanto o suco concentrado congelado (FCOJ) quanto o não 
concentrado (NFC), segundo o Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA), 
sendo a Europa o principal destino dessas exportações. Além disso, a produção brasileira 
equivale a metade do suco de laranja do planeta cujas exportações movimentam de US$ 1,5 
bilhão a US$ 2,5 bilhões por ano. Três de cada cinco copos de laranja consumidos no mundo 
são produzidos no Brasil (NEVES et al., 2010).  
O Estado de São Paulo é a principal região citrícola do país, com uma área plantada 
de aproximadamente 600 mil hectares, com 173 milhões de árvores plantadas, o que torna o 
Estado responsável por cerca de 80% da produção brasileira, além de contribuir com 76% do 
comércio internacional de suco de laranja concentrado e congelado (NEVES et al., 2010). A 
citricultura é considerada a cultura que mais absorve trabalhadores temporários por hectare no 
Estado de São Paulo, segundo a Secretaria de Agricultura do Estado de São Paulo (SAA/SP, 
2015), porém, recentemente foram observadas mudanças significativas na estrutura do setor 
citrícola paulista, em especial em  relação à redução na área plantada e no número de 
citricultores. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2015) a 
área total de laranja plantada diminuiu em 12,4% entre os anos de 2012 e 2013 no Estado de 
São Paulo, assim como uma redução no número de citricultores na principal região citrícola do 
país.  
A redução significativa no número de produtores e na área plantada é o indício de 
que a rentabilidade do setor diminuiu comparada a de outras culturas, principalmente a cana-




citricultores também não conseguiram se adaptar às novas condições do setor, particularmente 
aquelas relacionadas aos problemas fitossanitários (ZULIAN; DÖRR; ALMEIDA, 2013). 
Apesar do grande potencial produtivo, a citricultura brasileira é alvo constante de inúmeras 
pragas e doenças que são capazes de causar danos irreversíveis nas plantas e também nos frutos, 
o que resulta na queda da produtividade e na qualidade dos frutos. Dentre as principais doenças 
com grande impacto econômico para a citricultura brasileira destacam-se aquelas causadas por 
bactérias: clorose variegada dos citros (BOVÉ; AYRES, 2007), cancro cítrico (BRUNINGS; 
GABRIEL, 2003) e, mais recentemente, o huanglongbing (HLB) (COLETTA-FILHO et al., 
2004) 
 
2. Cancro cítrico 
Dentre as doenças que acometem citros, o cancro cítrico é uma das doenças que 
produzem no mundo a maior perda econômica em plantações de citros. A primeira constatação 
no Brasil aconteceu no município de Presidente Prudente/SP em 1957, em material propagativo 
vindo do Japão (AMARAL, 1957; BELASQUE JUNIOR et al., 2010; BITANCOURT, 1957). 
Entretanto, mesmo com ações para tentar barrar a bactéria, esta foi disseminada rapidamente 
para outras regiões do Estado de São Paulo e também para outros Estados (AMARAL, 1957).  
O cancro cítrico afeta todas as variedades de citros, com gravidade variável entre 
elas. Toranjas (Citrus grandis), limas (Citrus latifolia Tanaka e Citrus aurantiifolia Swigle) e 
limões (Citrus limon) são altamente suscetíveis, enquanto as laranjas doces (Citrus sinensis L. 
Osb.) e pomelo (Citrus paradisi Macf.) são moderadamente suscetíveis. Por outro lado, 
tangerinas (C. reticulata) e seus híbridos, em geral, mostram uma moderada resistência 
(AMARAL et al., 2010; GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). A variabilidade na 
susceptibilidade é influenciada pela anatomia dos estômatos e espessura da camada de cera que 
determinam a penetração pelas bactérias (GRAHAM et al., 1992).   
Existem três formas do cancro (A, B e C) causadas por diferentes espécies de 
Xanthomonas. A cancrose A (forma asiática do cancro), causada por Xanthomonas citri subsp. 
citri (X. citri) é a mais comum e agressiva. A forma B ou falso cancro é causado por 
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B (Xfa-B) e exibe lesões menores que a do cancro 
A, afetando plantas suscetíveis de lima mexicana, laranja Azeda, pomelo e limão, na Argentina, 
Uruguai e Paraguai. A cancrose C também causado por Xanthomonas fuscans subsp. 
aurantifolii tipo C (Xfa-C) foi detectado em limoeiro galego (Citrus aurantifolia) no Brasil e 




Os principais sintomas do cancro cítrico são observados nas folhas e frutos (Figura 
1 A e B), sendo caracterizados por lesões necróticas circulares e circundadas por halos 
amarelos, resultante da multiplicação da bactéria no interior do tecido hospedeiro. Os primeiros 
sintomas nas folhas aparecem aproximadamente sete dias após a infecção e apresentam-se como 
minúsculas bolhas ligeiramente levantadas, formando pústulas. A medida que a doença avança, 
as lesões vão adquirindo uma tonalidade marrom, que se torna cada vez mais escura com o 
desenvolvimento (GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). 
Em um estágio mais avançado da doença, pode ocorrer queda de folhas, 
deterioração e queda prematura dos frutos (GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). A 
queda dos frutos em função do cancro cítrico pode ser observada quando os frutos ainda estão 
imaturos e se estende até o momento da colheita (Figura 1C). Mesmo com a utilização de 
medidas de controle, como a aplicação de bactericidas cúpricos e/ou de quebra-ventos para 
evitar a dispersão da bactéria no pomar, a queda de frutos pode chegar a 20% da produção 
inicial (BEHLAU; BELASQUE JR., 2014). Os frutos infectados que permanecem, apresentam 
menor valor comercial ou não são comercializáveis (BRUNINGS; GABRIEL, 2003), o que 
causa uma depreciação da produção.  
 
 
Figura 1: Sintomas típicos do cancro cítrico. (A) e (B) Folhas e fruto apresentando lesões 
necróticas circulares, circundadas por halos amarelos (FUNDECITRUS, 2015). (C) Queda dos 
frutos, o que causa depreciação da produção (GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). 
 
Devido à gravidade da doença, medidas de regulamentação fitossanitária foram 
criadas com o intuito de controlar o manejo de risco da doença em frutos cítricos. De acordo 
com a Resolução CEE-CANECC/SP 01/2000, era obrigatória a eliminação de todas as plantas 
dos talhões comerciais infectados com cancro cítrico quando a incidência de plantas 
sintomáticas detectadas era superior a 0,5%. Para incidências iguais ou menores que 0,5%, 




eram eliminadas (BELASQUE JUNIOR et al., 2010). Entretanto, a Secretaria de Agricultura e 
Abastecimento do Estado de São Paulo (SAA/SP) alterou os critérios relacionados à erradicação 
do cancro cítrico, com a aprovação da Resolução SAA 43 de 25/06/2009, mantendo-se somente 
a obrigatoriedade da erradicação das plantas contaminadas e as demais localizadas num raio de 
30 metros a partir da planta foco.  
Contudo, recentemente essa resolução foi revogada com a publicação da Resolução 
SAA – 147 em 1º de novembro de 2013. Pela lei estadual em vigor passou-se a adotar 
eliminação da planta contaminada e pulverização com cobre das outras plantas cítricas 
existentes em um raio de 30 metros, que deve ser repetida a cada brotação. O citricultor deverá 
realizar, no mínimo, uma vistoria trimestral em todas as plantas de citros da propriedade com o 
objetivo de identificar e eliminar plantas que apresentem sintomas do cancro cítrico. Estas 
inspeções deverão ser informadas à Secretaria de Agricultura por meio de relatórios semestrais. 
Em resumo, a metodologia de erradicação do cancro cítrico em São Paulo foi abrandada, 
comprometendo o elevado nível de sanidade dos pomares, a competitividade da citricultura, e 
provavelmente, condenando os citricultores paulistas a convivência com a doença, com reflexos 
negativos, financeiros e ambientais (FUNDECITRUS, 2015). 
A alteração drástica na resolução para controle da doença, aliado ao fim do 
convênio entre a Coordenadoria de Defesa Agropecuária (CDA) e Fundo de Defesa da 
Citricultura (Fundecitrus), resultou na paralisação das inspeções periódicas em pomares 
comerciais, não comerciais, áreas urbanas e viveiros em todo estado de São Paulo e acarretou 
em um aumento da incidência do cancro cítrico a níveis nunca observados anteriormente. De 
acordo com levantamento amostral realizado pelo Fundecitrus a incidência de cancro cítrico 







Figura 2: Incidência do cancro cítrico no Estado de São Paulo durante o período de 1999 a 
2012 (FUNDECITRUS, 2015). 
 
Em 2014, a Coordenadoria de Defesa Agropecuária (CDA) relatou que os 
citricultores erradicaram 45,3 mil plantas com sintomas de cancro cítrico, de 197,9 milhões de 
citros inspecionados no Estado de São Paulo (0,02% do total do Estado). A realidade é que o 
cancro tem frequentemente ressurgido, inclusive em áreas onde se pensava que estivesse 
erradicado, e a expectativa é que a incidência da doença continue aumentando nos próximos 
anos (BEHLAU FRANKLIN; BELASQUE JR., 2014). Por isso são muito importantes as 
medidas preventivas como uma vigilância constante e um contínuo investimento na área da 
pesquisa. 
 
3. Xanthomonas citri subsp. citri e seu ciclo de desenvolvimento  
O cancro cítrico é causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp.  citri (X. citri), 
anteriormente conhecida como Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) (SCHAAD et al., 
2005, 2006). A bactéria faz parte do gênero Xanthomonas, pertencente a classe 
“Gammaproteobactéria” e à família “Xanthomodaceae”(GARRITY; HOLT, 2001).   
X. citri é uma bactéria Gram-negativa, aeróbica, possui formato baciliforme e 
motilidade por um flagelo polar (monotríquia) (Figura 3). A colônia bacteriana apresenta cor 
amarelada devido à produção do pigmento xanthomonadina ligado à membrana celular e 
aspecto mucoide em função da produção de exopolissacarídeos (EPS), principalmente a goma 
xantana (JANSSON; KENNE; BENGT, 1975). As células bacterianas produzem 
polissacarídeos extracelulares que auxiliam na sua dispersão e sobrevivência, crescem 




A faixa ótima de crescimento ocorre na faixa de temperatura de 28°C a 32 °C e nessas 
temperaturas as colônias podem ser visualizadas a olho nu em meio de cultura sólido após 2 a 
3 dias de incubação (BRUNINGS; GABRIEL, 2003; ROSSETTI, V.V., FEICHTENBERGER, 
E. E SILVEIRA, 1981). 
 
 
Figura 3: Características do gênero Xanthomonas. (A) Colônias de Xanthomonas citri subsp. 
ciri crescidas em meio sólido (GRAHAM, 2004). (B) Microscopia eletrônica de transmissão 
mostrando a morfologia de bastonete e o flagelo polar de Xanthomonas (ANDRADE, 2011). 
(C) Microscopia eletrônica mostrando a presença de X. citri no estômato de folha de laranja 
doce (Foto cedida pela Dra. Simone Cristina Picchi). 
 
A bactéria penetra no tecido da planta hospedeira por meio de estômatos ou 
ferimentos causados por equipamentos, espinhos, abrasão de partículas de poeira ou ainda 
causado por insetos como o minador dos citros (Phyllocnistis citrella), uma vez que a larva cria 
feridas que expõem os tecidos do mesófilo das folhas (GOTTWALD et al., 2007). A parte 
inferior das folhas é mais predisposta a infecções, pois apresenta maior densidade de estômatos. 
X. citri se multiplica em condições ótimas de crescimento, aparecendo das aberturas dos 
estômatos em menos de cinco dias para fornecer o inóculo para o desenvolvimento da doença. 
Estas lesões podem ser fonte de inóculo durante vários anos (GOTTWALD; PIERCE; 
GRAHAM, 2002). No entanto, a bactéria livre tem pouca chance de sobreviver à competição e 
antagonismo com os organismos saprofíticos. A dispersão pode ocorrer a longas distâncias por 
meio de aerossóis, durante a ocorrência de chuva e vento, por materiais vegetais infectados 
como frutos, folhas, material propagativo e mudas, assim como por meio de ferramentas, caixas 
de colheita, veículos e roupas contaminadas dos trabalhadores (Figura 4) (GRAHAM, 2004; 






Figura 4: Ciclo do cancro cítrico (GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). 
 
4. Biofilme em Xanthomonas 
Estudos têm demonstrado que Xanthomonas citri subsp. citri forma biofilme em 
superfícies bióticas e abióticas (LI; WANG, 2011b, 2014; MALAMUD et al., 2011; RIGANO 
et al., 2007). Biofilme bacteriano é definido como uma comunidade de células bacterianas 
envolvidas por uma matriz formada pela própria população bacteriana aderida a uma superfície 
(COSTERTON et al., 1995; CROSSMAN; DOW, 2004; LI; WANG, 2011b; PRAKASH; 
VEEREGOWDA; KRISHNAPPA, 2003). O principal constituinte da matriz são 
exopolissacarídeos (COSTERTON et al., 1995; SUTHERLAND, 2001),  juntamente com 
ácidos nucléicos, lipídeos e proteínas (CASERTA et al., 2010; LI; WANG, 2012). 
O desenvolvimento do biofilme bacteriano é  um processo temporal que envolve a 
transição de diferentes estágios de organização celular (MONDS; O’TOOLE, 2009). O 
processo de formação de biofilme em Xanthomonas (Figura 5) se inicia quando células 
planctônicas, respondendo a sinais extra ou intracelulares, tais como pequenos sinais difusíveis 
ou diffusible signal factor (DSF) (GUO et al., 2011) e/ou nutrientes se movimentam até uma 
superfície apropriada e se aderem por meio de proteínas adesinas (DUNGER et al., 2014; 




níveis de nutrientes e oxigênio, genes envolvidos com replicação de DNA, processamento e 
diferenciação podem ser ativados e as células começam a se dividir. Com a proliferação celular, 
as bactérias se espalham ao longo da superfície por meio de motilidade mediada por flagelo 
(MALAMUD et al., 2011) e/ou pili tipo IV (DUNGER et al., 2014; GUZZO et al., 2009) para 
formar uma monocamada de células aderidas à superfície. As células continuam a se dividir e 
crescer umas sobre as outras, formando uma microcolônia, e dessa maneira, o acesso a 
nutrientes e oxigênio pode ficar restrito à camada superior da microcolônia. Os baixos níveis 
de oxigênio e nutrientes ativam sistemas reguladores como ColS/ColR (YAN; WANG, 2011), 
os quais ativam a expressão  de altos níveis de EPS (goma xantana e outros) (CZACZYK; 
MYSZKA, 2007; RIGANO et al., 2007) pelas células da base da microcolônia. 
Adicionalmente, lipopolissacarídeos (LPS) (LI; WANG, 2012; PETROCELLI et al., 2012) e 
proteínas são secretados (BARKEN et al., 2008), favorecendo a adesão das células umas às 
outras e promovendo o crescimento vertical da microcolônia. Esse crescimento melhora o 
acesso a nutrientes e oxigênio, o que consolida o estabelecimento de macrocolônias e da matriz 
de biofilme maduro (LI; WANG, 2011b). Células bacterianas em biofilme se adaptam ao novo 
ambiente, criando uma heterogeneidade fenotípica entre as células dentro do biofilme. 
Finalmente, o último estágio do biofilme é conhecido como dispersão e ocorre quando uma 
proporção de células ou fragmentos da microcolônia se soltam do biofilme em resposta a um 
conjuntos de eventos direcionados pelo sistema quorum sensing/DSF (CROSSMAN; DOW, 
2004; DOW et al., 2003) ou por forças físicas e se dispersam no ambiente. 
Como pode ser observado no desenvolvimento do biofilme, há o envolvimento de 
diferentes genes e sistemas durante todo o processo. A começar pelo sistema quorum-sensing, 
que é um processo de comunicação celular que ocorre em situações de alta ou baixa densidade 
celular (WATERS; BASSLER, 2005). Por meio do quorum-sensing, as bactéria produzem e 
liberam moléculas de sinalização para o ambiente e quando a concentração dessas moléculas 
atingem determinado limiar, elas detectam e respondem a esses sinais, alterando a expressão 
gênica e regulando algumas atividades (GUO et al., 2011). As pequenas moléculas 
sinalizadoras do quorum-sensing são denominadas auto-indutores (AIs) e podem pertencer a 
um número crescente de famílias de compostos. Em bactérias Gram-negativas tem sido 
detectados as acil-homoserinalactonas (HSL) e os ácidos graxos insaturados conhecidos como 
DSF (GONZÁLEZ; KESHAVAN, 2006), que estão presentes em Xanthomonas, Xylella, 
Ralstonia, Stenotrophomonas e Burkholderia (DOW, 2008; GUO et al., 2011; LINDOW et al., 





Figura 5: Modelo do processo de formação de biofilme de Xanthomonas citri subp. citri (LI; 
WANG, 2011b). 
 
 Os genes relacionados tanto com a síntese como com a percepção de sinais 
extracelulares são codificados por clusters de genes específicos. Em Xanthomonas a síntese e 
percepção do sinal DSF é mediada por genes do cluster rpf (reguladores de patogenicidade) 
(BARBER et al., 1997; DOW, 2008). A molécula de DSF é propriamente sintetizada pela 
tradução de rpfF e é detectado por uma proteína sensora codificada por rpfC, que por sua vez 
ativa a proteína reguladora RpfG a partir de fosforilações (SICILIANO et al., 2006) . Mutações 
em rpfF, rpfG, and rpfC em Xanthomonas levam a redução da síntese de fatores de virulência, 
redução da produção de goma xantana e biofilme, além de alterar processos como motilidade e 
aderência (BARBER et al., 1997; GUO et al., 2011; SHROUT et al., 2006; TORRES et al., 
2007). 
Nas fases iniciais de aderência a superfícies e da formação da microcolônia, as 
adesinas ancoradas na membrana externa da bactéria tem um papel importante (CASERTA et 
al., 2010). As adesinas podem ser classificadas em adesinas fimbriais e não fimbriais. As 
adesinas fimbriais constituem complexos proteicos filamentosos similares aos pili tipo IV 
(PT4), os quais são estruturalmente relacionados ao sistema de secreção tipo II. Em X. citri, 
mutantes do PT4 apresentam uma redução de aderência em tubos de vidro, uma menor 
formação de biofilme em folhas de citros, além de alteração da motilidade (DUNGER et al., 
2014; GUZZO et al., 2009). Por outro lado, as adesinas não fimbriais são secretadas por meio 
do sistema de secreção do tipo V. Em Xanthomonas foram caracterizadas as adesinas não 




CHATTERJEE, 2012) e também uma  hemaglutinina FhaB (GOTTIG et al., 2009). Mutações 
nos genes que codificam XadA e XadB em Xanthomonas oryzae pv. oryzae exibiram uma 
deficiência de adesão na superfície da folha e consequentemente da entrada da bactéria nos 
hidatódios (DAS; RANGARAJ; SONTI, 2009). Mutantes xadM também apresentaram menor 
capacidade de adesão entre células e de formação de biofilme (PRADHAN; RANJAN; 
CHATTERJEE, 2012). Além disso, mutantes fhaB foram afetados quanto a adesão na 
superfície foliar e também na formação de biofilme. A falta de adesão na superfície fez com 
que as células se espalhassem mais na superfície do meio sólido, aumentando a motilidade da 
bactéria (GOTTIG et al., 2009). 
Outra estrutura da superfície celular, que está relacionada com a formação de 
biofilme, é o flagelo. O flagelo está relacionado à aderência a superfície em diferentes bactérias 
(LEMON; HIGGINS; KOLTER, 2007; O’TOOLE; KOLTER, 1998).  As proteínas estruturais 
do flagelo de X. citri são codificadas por um cluster gênico (DA SILVA et al., 2002). Como em 
outras bactérias, FliC e FlgE formam a flagelina e o componente de ligação da estrutura do 
flagelo, respectivamente (VONDERVISZT et al., 1998), porém outros genes codificam 
proteínas auxiliares que estão envolvidas na regulação da formação do flagelo (KHATER et al., 
2007). A motilidade dependente de flagelo (swimming) é totalmente abolida quando os genes 
envolvidos com a formação do flagelo são mutados (LEMON; HIGGINS; KOLTER, 2007; 
MALAMUD et al., 2011). Mutantes fliC e flgE de X. citri reduziram o swimming, bem como 
mutantes rpfF e rpfC, o que sugere que o sistema quorum-sensing tem um papel na regulação 
dos genes flagelares. Esses mutantes também apresentaram uma redução na formação de 
biofilme e virulência em plantas hospedeiras (MALAMUD et al., 2011).   
Além dos componentes de superfície, a produção de exopolissacarídeos é muito 
importante para a formação do biofilme maduro em várias espécies de bactérias patogênicas. A 
adesão e sobrevivência da bactéria no tecido hospedeiro requer a formação de biofilme, por isso 
não é surpresa que o EPS esteja correlacionado com virulência em diversas bactérias (DOW et 
al., 2003; RIGANO et al., 2007). O EPS mais produzido por bactérias do gênero Xanthomonas 
é conhecido como xantana, que é um polímero de unidades repetidas de pentassacarídeos 
formados por uma cadeia principal de glicose mais um trissacarídeo formado por  manose-(β-
1,4)-ácido glucurônico-(β-1,2)-mannose-(α-1,3) (Figura 6) (JANSSON; KENNE; BENGT, 
1975). A produção de xantana é regulada em parte pelo sistema de sinalização quorum-sensing 
(CROSSMAN; DOW, 2004; DOW et al., 2003) e a biossíntese da goma xantana é direcionada 
por um cluster formado por 12 genes (gumB-M), o qual está presente em todas as espécies de 




espécies de Xanthomonas como X. campestris pv. campestris (KATZEN et al., 1999; YUN et 
al., 2006),  X. oryzae pv. oryzae (DHARMAPURI; SONTI, 1999), X. axonopodis pv. manihotis 
(KEMP et al., 2004) e X. citri subsp. citri (RIGANO et al., 2007) apresentam diminuição da 
produção de EPS e virulência significativamente diminuída, quando comparada à estirpe 
selvagem. O EPS, além de importante para biofilme e virulência, tem um papel relacionado 
com motilidade, uma vez que foi demonstrado que mutantes do operon gum apresentam 
redução de motilidade sliding, um movimento que necessita da secreção de EPS para a 
movimentação da bactéria (MALAMUD et al., 2011). 
 
Figura 6: Monômero do exopolissacarídeo xantana (JANSSON; KENNE; BENGT, 1975). 
 
Juntamente com o EPS, os lipopolissacarídeos são um dos principais componentes 
do biofilme. Moléculas de LPS consistem em um heteropolissacarídeo hidrofílico formado por 
três unidades maiores: o  antígeno, composto de subunidades repetitivas de açúcar; a parte 
central formada de oligossacarídeos e o lipídeo A, que é ancorado na membrana externa (LI; 
WANG, 2011a; VORHÖLTER; NIEHAUS; PÜHLER, 2001). O papel do LPS durante a 
formação de biofilme e na interação planta-patógeno tem sido demonstrada em diferentes 
patógenos. Em X. citri, mutantes wxacO e rfbC tiveram a produção de LPS afetada. Ambos os 
mutantes apresentaram redução de swimming e virulência, além de terem sido sensíveis a 
estresse ambiental, porém somente o mutante wxacO mostrou também uma redução da 
formação de biofilme in vitro e in vivo (LI; WANG, 2011a). Genes do sistema ColR/ColS 
também estão relacionados com a regulação do gene rfbC, que é essencial para a produção de 
LPS, assim como na formação de biofilme e virulência. Outros genes também se mostraram 




também mostrou aumento de sensibilidade a estresses, diferença na motilidade bacteriana, 
formação de biofilme e adesão in vivo e in vitro (PETROCELLI et al., 2012).  
O processo de formação de biofilme desempenha papel importante para a 
sobrevivência epifítica de X. citri e para o desenvolvimento do cancro cítrico (RIGANO et al., 
2007), uma vez que tem sido relatado que o biofilme aumenta a persistência epifítica da bactéria 
nas folhas hospedeiras, o que tem um papel importante na invasão dos espaços intercelulares 
da folha pela bactéria e na manifestação de sintomas do cancro cítrico (LI; WANG, 2014; 
RIGANO et al., 2007). Isso porque a formação de biofilme traz vantagens à população 
bacteriana, como a proteção contra antibióticos, resistência à radiação UV, a alterações de pH, 
choques osmóticos e desidratação (COSTERTON et al., 1995; RIGANO et al., 2007; 
STOODLEY et al., 2002). 
Estudos indicam que quando as células atingem o estádio de biofilme maduro é 
ativado o sistema de sinalização que permite às bactérias regularem a expressão de genes 
específicos como aqueles associados a fatores de virulência, resistência a compostos 
antimicrobianos e respostas de defesa do hospedeiro referência. Tem sido demonstrado, por 
exemplo, que células em biofilme são 500 vezes mais resistentes a compostos antimicrobianos 
que em crescimento planctônico (STOODLEY et al., 2002).  
Apesar do avanço ocorrido nos últimos anos sobre o processo de formação de 
biofilme, muito pouco ainda se sabe sobre o papel do biofilme no desenvolvimento de doenças 










1.1. Genômica funcional de Xanthomonas citri subsp. citri 
O considerável avanço no conhecimento durante a última década sobre os 
mecanismos inerentes ao processo de formação do biofilme (determinantes genéticos e 
mecanismos regulatórios) e sua relação com a patogenicidade, assim como outros mecanismos 
de virulência de X. citri só foi possível após o sequenciamento de seu genoma (DA SILVA et 
al., 2002) e de várias espécies filogeneticamente próximas (MOREIRA et al., 2010; THIEME 
et al., 2005; OCHIAI et al., 2005). Contudo muitos desses recursos genéticos não foram 
experimentalmente avaliados até o momento. Por isso é importante o estudo da caracterização 
funcional de genes para verificar seu papel biológico na interação com o hospedeiro, 
especialmente no processo de formação de biofilme em Xanthomonas.  
Anteriormente ao estudo da função gênica, muitas bibliotecas de mutantes têm sido 
averiguadas por meio de screening, visto que esta é uma estratégia eficiente e muito utilizada 
para avaliação de potenciais genes relacionados à virulência e biofilme em vários membros de 
Xanthomonas (LAIA et al., 2009; LI; WANG, 2011b; MALAMUD et al., 2013; QIAN et al., 
2005).  
Em 2011 foi realizado o primeiro screening em larga escala de mutantes X. citri 
com diminuição na formação de biofilme. Noventa e dois genes foram identificados, incluindo 
33 novos genes com função na formação de biofilme e sete genes previamente caracterizados 
colR (YAN; WANG, 2011), fhaB (GOTTIG et al., 2009), fliC (MALAMUD et al., 2011), galU 
(GUO et al., 2010), gumD (DUNGER et al., 2007), wxacO , and rbfC (LI; WANG, 2011a), 
conhecidos por serem importantes na formação de biofilme em X. citri. Além disso, as análises 
indicaram que 16 dos novos genes estão envolvidos na produção de EPS e/ou LPS e sete são 
envolvidos na sinalização e vias de regulação da formação de biofilme (LI; WANG, 2011b).  
Em 2013, outro screening reforçou alguns conhecimentos, já que os genes 
encontrados com relação à formação de biofilme estão envolvidos com diversas atividades: 
produção de goma xantana, síntese de aminoácidos, metabolismo energético, replicação de 
DNA, transcrição, transporte e transdução de sinal. Cinco dos 28 genes identificados já tinham 
sido identificados anteriormente e estão relacionados com produção de goma xantana (gumB, 




de aminoácidos (sahH) (LI; WANG, 2011b) e biossíntese de glucanas periplasmáticas (hrpM) 
(MALAMUD et al., 2012). E além disso, a análise de outros 23 genes revelaram não somente 
o envolvimento desses com a formação de biofilme, mas também demonstrou a importância da 
produção de exopolissacarídeos, motilidade e estruturas da superfície celular nesse processo 
(MALAMUD et al., 2013).  
Nesse sentido, foi realizado um screening de uma biblioteca com cerca de 15.000 
mutantes, produzidos por mutagênese aleatória através da inserção de transposon EZ:: 
TN<KAN-2>, anteriormente construída no Laboratório de Biotecnologia do Centro de 
Citricultura Sylvio Moreira em um projeto apoiado pelo Prodetab/Embrapa (BAPTISTA et al., 
2010), para avaliação da capacidade de formação de biofilme em meio definido. A partir desse 
trabalho prévio foram selecionados alguns mutantes com produção de biofilme alterada (mais 
ou menos) e dois mutantes foram selecionados, um que apresentou menor formação de biofilme 
(ecnA::Tn5) e outro com maior formação de biofilme (XAC0292::Tn5). 
 
1.2.  Mutante ecnA::Tn5 
Um dos mutantes selecionados previamente no screening realizado na biblioteca de 
mutantes, foi denominado como ecnA::Tn5, pois o transposon teve a inserção localizada no 
locus XAC4008 (XAC_RS20190), que foi nomeado como ecnA, uma vez que codifica uma 
sequência proteica com identificação semelhante à proteína EcnA, pertencente ao locus 
entericidin em E. coli (Figura 1) (NCBI, 2015). O gene ecnA está localizado upstream a ecnB  
(XAC_RS20185) e o locus ecnAB, em E. coli, codifica a síntese de duas pequenas lipoproteínas 
que fazem parte de um provável sistema toxina/antitoxina (BISHOP et al., 1998).  
Em E. coli, EcnA foi designada como a antitoxina que neutraliza a superprodução 
da toxina EcnB, o que resultaria em lise bacteriana, enquanto a expressão de ecnA e ecnB juntos 
produziriam menor atividade bacteriolítica (SCHUBIGER et al., 2015). EcnA e EcnB são 
codificadas por genes parálogos repetitivos e a expressão ocorre sob controle positivo do fator 
sigma S (rpoS) e controle negativo do sinal osmorregulador EnvZ/OmpR, tanto em E. coli como 
em Citrobacter freundii. A expressão de EcnB é promovida na fase estacionária, porém a 
expressão de EcnA tem como função somente neutralizar a lise promovida por EcnB, o que é 
bastante controverso, porque a deleção do gene ecnA sozinho deveria ser letal, mas isso não 






Figura 1: Locus ecnAB composto pelos genes ecnA (XAC_RS20190) e ecnB 
(XAC_RS20185). argI/XAC4009 - arginase (WP_005927745.1); XAC4007 – ORF hipotética 
(NCBI, 2015). 
 
Como a expressão de EcnB ocorre sob condições de alta osmolaridade e baixo nível 
de nutrientes, foi proposto que em E. coli esse sistema toxina/antitoxina poderia ter um suposto 
papel na morte celular programada, uma vez que a eliminação de células agonizantes poderia 
promover uma resposta benéfica por disponibilizar mais nutrientes para as células saudáveis da 
população. Contudo, dado a aparente conservação do locus entericidin, outras funções para este 
locus têm sido propostas. Em Moraxella catarrhalis o locus ecnAB foi considerado essencial 
para aderência no trato respiratório de humanos (DE VRIES et al., 2013), indicando que essas 
lipoproteínas podem ter um duplo papel, tanto na lise bacteriana, quanto na adesão. Já em 
Enterobacter sp. strain C6-6 o locus ecnAB é requerido para as funções probióticas da bactéria 
afim de proteger peixes contra Cold-Water Disease (SCHUBIGER et al., 2015). Além do mais, 
a proteína XAC4008/EcnA foi identificada em meio com presença de fosfato, em uma análise 
proteômica realizada para identificação de proteínas que são reguladas por fosfato em X. citri 
(PEGOS et al., 2014). Já em um transcriptoma realizado para análise da regulação do sistema 
quorum-sensing em X. citri, o transcrito ecnA foi registrado como down-regulated na fase 
estacionária em mutante rpfG (GUO et al., 2011).  
Como sequências homólogas de ecnAB têm sido anotadas em cromossomos de 
diversas proteobactérias, é provável que a proteína produzida por ecnAB esteja envolvida com 
outras atividades. Porém a função desse locus em relação a formação de biofilme ainda não 






1.3. Mutante XAC0292::Tn5 
O mutante XAC0292::Tn5 foi selecionado por apresentar maior formação de 
biofilme e viscosidade. Segundo NCBI, a open reading frame (ORF) XAC0292 (Figura 2) está 
localizado entre as posições 348637 e 348206 (XAC_RS01525) do genoma anotado de 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306) e codifica uma 
proteína  (WP_003489387.1) que não possui domínio ou função conhecidos, sendo 
caracterizada como hipotética (NCBI, 2015). O ponto isoelétrico (pI) e o peso molecular (MW) 
preditos da proteína XAC0292 é de 11,07 e 15,90 kD, respectivamente (http: 
/web.expasy.org/compute_pi). 
 
Figura 2. ORF XAC0292 – proteína hipotética. hrpB (XAC0293) – RNA helicase dependente 
de ATP (WP_011050223.1); oar (XAC0291) -  proteína Oar (WP_011050222.1 ) (NCBI, 
2015). 
 
O gene XAC0292 possui como sequência upstream o gene hrpB (XAC0293) que 
codifica uma provável RNA helicase dependente de ATP. Uma das hipóteses desse trabalho 
seria que os genes XAC0292 e hrpB estariam em operon. O nome hrpB vem do homólogo hrpA 
de E. coli que tem 31% de identidade em sua sequência. Apesar da nomenclatura, o gene hrpB 
(XAC0293) não tem relação com o cluster hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity) que 
codificam as proteínas responsáveis pelo sistema de secreção do tipo III em Xanthomonas 
(ROSSIER et al., 1999). 
RNA helicases são enzimas que catalizam a separação de RNA dupla fita (dsRNA) 
e participam em diferentes aspectos do metabolismo de RNA como  síntese, localização, 
interação RNA-RNA e degradação (GONG et al., 2005; KABERDIN; BLÄSI, 2013; LINDER; 
JANKOWSKY, 2011; OUN et al., 2013). Pouco se sabe sobre o envolvimento das helicases na 
formação de biofilme, contudo, a mutação do gene cshA que codifica uma RNA helicase 
dependente de ATP, resultou na redução da formação de biofilme em Staphylococcus aureaus 




degradar os transcritos agrBDCA (sistema quorum-sensing) corretamente, resultando em níveis 
elevados de proteína Agr, acarretando em um nível elevado de RNAIII. O operon agr codifica 
um pepitídeo (AgrD) secretado por AgrB, que em altas concentrações se liga a um sistema 
regulatório AgrC/AgrA. A proteína AgrA então estimula a transcrição do operon agr, 
resultando em um “feedback” positivo e promovendo a síntese de RNAIII. RNAIII, por sua 
vez, estimula a produção de hemolisinas e proteases e inibem a produção de componentes do 
biofilme (OUN et al., 2013).  
 
1.4.  Gene hrpB (XAC0293) 
O tamanho da ORF XAC0293 é 2501pb e está localizada no genoma entre as 
posições 348799-351300. Os genes upstream (XAC0294) e downstream (XAC0292) estão na 
mesma orientação e codificam proteínas hipotéticas. A proteína XAC0293/HrpB foi anotada 
como uma provável ATP dependente RNA helicase (833 aminoácidos). O ponto isoelétrico e o 
peso molecular preditos são 9,49 e 90,9 kD, respectivamente. A proteína HrpB possui 42% de 
identidade com a RNA helicase hrpB de E. coli, cuja função ainda não foi descrita. Em X. citri, 
HrpB contém quatro domínios que estão associados com proteínas RNA helicase, incluindo um 
domínio N-terminal da superfamília DEAD-box (DEXDc), um domínio da superfamília 
helicase (HELICc), um domínio HA2 que está associado a função de helicase e um domínio C-
terminal RNA helicase dependente de ATP (HrpB_c). A proteína também contém dois sítios 
de ligação de ATP, um sítio de ligação a Mg2+ e uma região de ligação de nucleotídeos. A 
proteína HrpB é altamente conservada em outras espécies de Xanthomonas, incluindo X. 
campestris pv. vesicatoria str. 85-10 (97% de identidade), X. oryzae pv. oryzae KACC 10.331 
(95% de identidade), X. campestris pv. campestris str. ATCC 33913 (91% de identidade), e 
Xylella fastidiosa (72% de identidade). 
Além disso, outras três RNA helicases dependentes de ATP foram identificados em 
X. citri, incluindo XAC3122, XAC2390 e XAC0442. A sequência do gene hrpA (XAC3122) 
possui 31% de identidade com o gene hrpB. Em E. coli, HrpA está envolvida no processamento 
do mRNA daa a partir de um operon fimbrial. Este evento de processamento resulta em um 
mRNA estável e regula positivamente a expressão daa em relação aos níveis de outras proteínas 
que são codificadas pelo transcrito policistrônico (KOO; CHOE; MOSELEY, 2004). A proteína 
HrpA também pode estar envolvida nas interações físicas com uma variedade de proteínas 
ribossomais em E. coli, direta ou indiretamente, através de interações de RNA (BUTLAND et 
al., 2011), o que é consistente com um possível papel regulador a nível traducional 




O estudo detalhado do gene hrpB/XAC0293 será apresentado no manuscrito em 





2.1. OBJETIVO GERAL 
Caracterizar a função dos genes XAC0292 e ecnA (XAC4008) de Xanthomonas citri 
subsp. citri associados à formação de biofilme e virulência. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Avaliar a funcionalidade dos genes ecnA (XAC4008), XAC0292 no processo de 
formação de biofilme, através da adesão em superfície abiótica, avaliação da produção de EPS 
e motilidade; 
 Avaliar a formação de biofilme epifítico e patogenicidade em folhas de laranja doce 
(Citrus sinensis L. Osb.); 
 Restaurar o fenótipo dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5 por meio de 
complementação. 
 Promover o nocaute dos genes XAC0292 e ecnA (XAC4008) e avaliar suas 
funcionalidades como operon e os fenótipos desses novos mutantes; 




3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Screening da biblioteca de mutantes 
3.1.1. Ensaios de adesão em superfície abiótica 
Para avaliar a capacidade de formação de biofilme foi analisada a capacidade de 
adesão das linhagens bacterianas em superfície abiótica. Para isso, 2800 clones de X. citri da 
biblioteca de mutantes com inserção de transposon EZ:: TN <KAN-2> foram avaliados quanto 





Para a formação do pré-inóculo,  os clones e a linhagem tipo Xanthomonas citri 
subsp. citri 306, mantida na coleção de culturas de fitobactérias do Instituto Biológico (IBSBF 
1594), foram cultivadas overnight em meio NBY líquido (HOMEM, 2008), contendo: 0,5 g/L 
de peptona; 0,3 g/L de extrato de carne; 0,2 g/L de extrato de levedura; 0,2 g/L de K2HPO4; 
0,05 g/L de KH2PO4; pH 7,2. Após esta etapa, as bactérias foram centrifugadas e ressuspendidas 
em meio mínimo (SHERWOOD, 1970) contendo: 1 g/L de glicose; 0,01 g/L de MgSO4.7H2O; 
0,004 g/L de CaCl2; 0,022 g/L de K2HPO4; 0,002 g/L de FeCl3 (dissolvido em HCl 1N); 0,11 
g/L de glutamato de sódio; pH 6,8. A absorbância inicial foi normalizada para 0,05 e então 
distribuídas em microplacas de poliestireno com 96 poços. As placas foram mantidas a 28oC, 
sem agitação por 72 horas. Após esse período, a suspensão bacteriana foi retirada e os poços 
das placas foram lavados com 200 μL de solução de NaCl 0,9%. 
As placas foram secas por 40 minutos e então 250 µL de uma solução 0,1% de 
cristal violeta foi adicionada em cada poço. Após incubação por 30 min, foi feita a retirada do 
corante, seguida da lavagem com 200 μL de água destilada e secagem. A quantificação foi 
realizada de uma maneira indireta, por meio da quantidade de bactérias fixadas na superfície do 
poliestireno, considerando que o cristal violeta fica impregnado nessas bactérias aderidas ao 
substrato. Para isso, foi adicionado em cada poço 150 μL de etanol 70% para dissolução do 
cristal violeta então realizada a leitura da absorbância a 595nm (A595nm).  
Os resultados apresentam a comparação das médias dos valores de A595nm aferidos 
da técnica de coloração com cristal violeta dos mutantes em comparação a estipe selvagem (wt). 
Os clones que apresentaram valores de absorbância superiores ao valor da bactéria selvagem 
foram considerados mutantes com maior formação de biofilme e clones com valores inferiores 
a bactéria selvagem foram considerados mutantes defectivos para esta formação. Foram 
realizados três ensaios independentes com oito repetições cada. 
 
3.1.2. Identificação dos clones de X. citri subsp. citri 
Os clones selecionados após a triagem na biblioteca foram sequenciados para a 
identificação dos pontos de inserção do transposon. Para isso, primeiramente, foi realizado o 
isolamento de DNA genômico das linhagens cultivadas overnight em 5 mL de meio NBY.  O 
DNA foi isolado com o kit  NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), seguindo o protocolo 
recomendado pelo fabricante e estocado em tampão de eluição (5 mM Tris/HCl, pH 8,5) a -20 
°C. Para a identificação dos pontos de inserção de transposon utilizou-se a técnica denominada 
“TAIL-PCR” (Thermo Assimetric Interlaced-PCR), que permite sequenciar as regiões que 




primers que complementam uma sequência conhecida do inserto (T-DNA ou transposon) e 
primers arbitrários degenerados que se ligam as sequências adjacentes (LIU; WHITTIER, 
1995).  
As reações de sequenciamento foram concentradas por precipitação com 
isopropanol e lavadas com etanol a 70%. Em seguida, 10 μL do reagente formamida foram 
adicionados às amostras e as mesmas desnaturadas a 95°C por 5 min, para serem injetadas no 
sequenciador “ABI 3730 XL” (PE Biosystems). As sequências geradas foram comparadas e 
alinhadas com as sequências do banco de dados GenBank, usando a ferramenta BLAST do 
NCBI. 
Com a finalidade de mostrar a inserção do transposon Tn5 nas ORFs identificadas, 
primers específicos foram desenhados: XAC4008F (5’CAGCATTCCCACCGACAACATC 
3’) e XAC4008R (5’ GCATGGGGTCGTTGGATATCGT 3’); XAC0292F 
(5’CAGGTCCAGTTGCGTCATCGTC 3’) e KanA (5’CATGCAAGCTTCAGGGTTGA 3’). 
As amplificações para cada gene foram realizadas tanto com o DNA dos mutantes como 
também da bactéria selvagem. 
 
3.2. Análise das sequências XAC4008/ecnA e XAC0292 
Para análise da conservação das sequências ecnA e XAC0292 em outras espécies de 
Xanthomonas, assim como em espécies próximas da ordem Xanthomonadales foi realizada uma 
avaliação da sintenia dessas sequências no site http://archaea.u-psud.fr/SyntTax/ (OBERTO, 
2013). 
 
3.3. Avaliação fenotípica 
3.3.1. Condições de cultivo 
Para o processo de transformação por conjugação, Escherichia coli DH5α foi 
cultivada em meio Luria-Bertani (LB) (0,5 g/L de triptona; 1 g/L de extrato de levedura; 0,5 
g/L de NaCl; pH 7,5) a 37°C com agitação a 200 rotações por minuto (rpm). Xanthomonas citri 
subsp. citri selvagem e mutantes foram cultivados a 28 °C em meio nutriente NBY. Quando 
necessário foram adicionados antibióticos aos meios de cultivo nas seguintes concentrações: 
ampicilina (Ap) 100 µg/mL, canamicina 50 μg/mL e gentamicina 5 µg/mL. As estirpes usadas 





Tabela 1: Estirpes e plasmídeos utilizados. 
Estirpes e plasmídeos Características Referência ou fonte 
Estirpes   
Escherichia coli  (HANAHAN, 1983) 
DH5α 
Estirpe de clonagem; F- recA1 endA1 
hsdR17 supE44 thi-1 gyrA real1 ∆ 
(argE-lacZYA) 169 Ø lazA ∆ M15 
Promega 




IBSBF 1594; formalmente conhecida 
como Xanthomonas axonopodis pv. citri 
strain 306 (Xac); Rfr , Apr 
(DA SILVA et al., 
2002; SCHAAD et 
al., 2005) 
ecnA::Tn5 
Inserção do transposon EZ:: TN <KAN-
2> no locus XAC4008/ecnA 
(BAPTISTA et al., 
2010) 
ecnA::Tn5_c (ecnA+) 




Inserção do transposon EZ:: TN <KAN-
2> no locus XAC0292 




pUFR053 contendo XAC0292, Gmr Esse estudo 
∆XAC0292 
XAC0292 pNPTS138 derivado, deleção 
ORF XAC0292 
Esse estudo 
Plasmídeos   
pUFR053 
IncW Mob+mob (P) lacZα+ Par+, Cmr, 
Gmr, Kmr, shuttle vector 
(EL YACOUBI et al., 
2007) 
p53_ecnA ecnA/XAC4008 clonado em pUFR05) Esse estudo 
p53_XAC0292 XAC0292 clonado em pUFR053 Esse estudo 
pNPTS138 Kmr, sacB, lacZα+ Não publicado 
pNPTS_ecnA ecnA/XAC4008 clonado em pNPTS138 Esse estudo 
pNPTS_XAC0292 XAC0292 clonado em pNPTS138 Esse estudo 
 
3.3.2. Análise de formação de biofilme 
3.3.2.1.  Biofilme in vitro 
O método utilizado para avaliação da formação de biofilme in vitro consiste na 
quantificação colorimétrica do biofilme marcado com corante cristal violeta, como 
desenvolvido previamente (PRADHAN; RANJAN; CHATTERJEE, 2012). 
Aproximadamente, 107 UFC/mL foram inoculadas em meio mínimo Y em placas de cultura de 
poliestireno com 12 poços, que foram incubadas a 28°C sem agitação e avaliadas após 24, 48, 
72 e 96 horas de crescimento da bactéria. A leitura da absorbância foi realizada em 
espectrofotômetro a 595 nm.  
A quantificação das células aderidas nas placas de poliestireno foi realizada também 
nos períodos citados acima, como descrito anteriormente (CHATTERJEE et al., 2010). As 
células fortemente aderidas foram removidas por agitação em vortex (três vezes, por 40 
segundos) com água Milli-Q e plaqueadas com a diluição apropriada para determinar a 




Para ambos ensaios (quantificação colorimétrica e quantificação de células 
aderidas) foram realizados três ensaios independentes com seis repetições cada. Os resultados 
dos ensaios, nos diferentes dias de avaliação, foram analisados comparando as absorbâncias 
obtidas pelos mutantes em relação à estirpe selvagem pelo teste t a 0,5 ou 1% de significância.  
 
3.3.2.2.  Biofilme epifítico 
Para os ensaios de formação de biofilme na superfície foliar, 20 µL de uma 
suspensão bacteriana (A590nm = 0,3) foi inoculada na face abaxial do mesófilo foliar de folhas 
destacadas de laranja doce, como descrito previamente (LI; WANG, 2014). As folhas foram 
mantidas em câmara úmida a 28°C por 48h sem agitação. Após o período de incubação, as 
bactérias foram retiradas gentilmente com ajuda de uma pipeta e lavadas duas vezes com água 
destilada. O biofilme formado na superfície da folha foi estimado pela coloração com cristal 
violeta (0,1%) por 30 minutos a temperatura ambiente. As células aderidas foram visualizadas 
por meio da intensidade da coloração. Os ensaios foram repetidos três vezes com quatro 
replicatas cada. 
 
3.3.3. Produção de Exopolissacarídeos (EPS) 
Para avaliar a produção de EPS das estirpes mutantes comparada à selvagem foram 
realizadas determinações de açúcares totais pelo método de antrona e de quantificação de goma 
xantana. 
 
3.3.3.1.  Avaliação da produção de EPS totais 
No método de antrona (TREVELYAN, W.E.; HARRISON, 1952), polímeros de 
glicose e outros açúcares redutores são hidrolisados pelo ácido sulfúrico, formando furfural ou 
hidroximetilfurfural que reagem com antrona formando composto de azul petróleo e existe uma 
relação entre a absorbância e a quantidade de açúcar presente na amostra (TREVELYAN, W.E.; 
HARRISON, 1952). 
As bactérias mutantes e selvagem foram cultivadas em meio NBY, centrifugadas e 
recuperadas em 1mL de água destilada. Foram adicionados 800 µL de clorofórmio à solução e 
centrifugadas a 10000 rpm por 10 min. Após esse período, 800 µL de uma solução de antrona 
[50 mg de antrona (C14H10O) + 50 mL de ácido sulfúrico (H2SO4)] foi adicionado a 200 µL do 
sobrenadante. Após 10 min, foi medida a absorbância em 630 nm e comparada à curva padrão 




EPS do mutante foram utilizadas para análise estatística pelo teste t em relação a estirpe 
selvagem. 
 
Figura 3. Curva padrão de glicose para quantificação de açúcares totais. A630nm = absorbância 
a 630nm. 
 
3.3.3.2.  Produção de goma xantana  
A produção de goma xantana foi avaliada em duas etapas. Primeiro, uma cultura de 
5mL crescida overnight foi ajustada a A600nm para 0,3 e então adicionada para 50 mL de meio 
NBY. Após 24 horas, 30 mL desse inóculo (fase de crescimento) foram transferidos para 300 
mL de um meio denominado Souw e Demain, que estimula a produção de goma xantana (fase 
de produção) (SOUW; DEMAIN, 1979), contendo: 20 g/L de glicose; 5 g/L de KH2PO4; 0,2 
g/L de MgSO4. 7H20; 2 g/L de (NH4)2SO4; 2 g/L de ácido cítrico; 0,006 g/L de H3BO3; 0,006 
g/L de ZnO; 0,0024 g/L de FeCl3.6H20; 0,02 g/L de CaCO3 e 0,13 mL/L de HC1; pH 7,0.  Após 
72 horas, as culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 30 minutos e então três partes do 
volume de etanol foram adicionadas ao sobrenadante. O material foi extraído com bastão de 
vidro e posteriormente seco em estufa a 60°C e a quantidade de goma xantana foi determinada 
pelo peso seco. Três replicatas foram usadas para cada estirpe e o teste foi repetido três vezes. 
 
3.3.4. Motilidade 
Os testes de motilidade swimming e sliding foram realizados como descrito 
previamente (GUZZO et al., 2009; MALAMUD et al., 2012). As bactérias foram crescidas em 
meio NBY overnight e 3 µl das culturas independentes, com A600nm normalizada para 0,3 foram 
usados para inoculação, por meio de gotas, em placas com meio NYGB (MALAMUD et al., 
2012) (0,5 g/L de peptona; 0,3% g/L de extrato de levedura; 20 ml/L de glicerol e 0,25 g/L de 
ágar) e meio SB (GUZZO et al., 2009), contendo: 0,5 g/L de sacarose; 0,5 g/L de extrato de 






















levedura; 0,5 g/L de peptona; 0,1 g/L de ácido glutâmico e 0,5 g/L de ágar. Os resultados foram 
registrados após 48 horas de incubação a 28°C.  
 
3.3.5. Teste de patogenicidade 
Os testes em plantas foram conduzidos em casa de vegetação localizada na Fazenda 
Santa Elisa do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), em Campinas-SP. A inoculação foi 
realizada em folhas imaturas de laranja Pera  tanto por infiltração (GUO et al., 2010) quanto 
por pulverização (YAN; WANG, 2011).  
Primeiramente, o inóculo bacteriano foi cultivado overnight em meio NBY, 
centrifugado e ressuspendido em tampão fosfato salino (PBS). Para a inoculação por infiltração, 
uma suspensão de 106 UFC/mL foi injetada com auxílio de uma seringa na face abaxial do 
mesófilo foliar. Já na inoculação por pulverização a concentração da suspensão bacteriana foi 
ajustada para aproximadamente 108 UFC/mL e aspergida nas folhas, até toda planta estar 
totalmente molhada. Em ambas inoculações, as plantas foram cobertas com saco plástico por 
24 horas para manter uma alta umidade e posteriormente foram mantidas por 30 dias em casa 
de vegetação.  
A progressão da doença foi monitorada por meio da análise da curva de crescimento 
da bactéria in planta e por análise de sintomas após 7, 14 e 21 dias. Em folhas pulverizadas 
foram ainda avaliadas a incidência (quantidade de folhas com sintomas/quantidade total de 
folhas da planta) e severidade (notas) da doença após 21 dias de inoculação. A severidade foi 
medida de acordo com uma escala diagramática para a avaliação de sintomas do cancro cítrico 
(BELASQUE JÚNIOR et al., 2005). Foram utilizadas três plantas para cada tratamento em cada 
tipo de inoculação. Os ensaios foram repetidos duas vezes.  
 
3.4. Complementação dos mutantes 
3.4.1.  Construção do vetor 
Para realizar a complementação dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5 foi 
utilizado o vetor pUFR053 (EL YACOUBI et al., 2007), que possui gene de resistência a 
gentamicina e origem de replicação do plasmídeo pSA (TAIT; LUNQUIST; KADO, 1982), o 
qual é muito utilizado para ensaios de complementação em Xanthomonas (LI; WANG, 2012). 
A complementação foi realizada sob controle do promotor nativo e utilizando os primers 






Tabela 2. Primers utilizados para complementação dos mutantes. 








Primeiramente foi realizada a extração de DNA genômico de X. citri, utilizando o 
DNA mini-kit (Quiagen). Para PCR em 50 µL foi seguido o seguinte protocolo: 1µL de DNA 
genômico de X. citri (100 ng/µL); 5 µL de tampão 10X; 1µL de mix dNTP 10mM; 2,5 µL 
MgCl2 50 mM; 2,5µL DMSO (Sigma); 3µL do mix de oligos F e R (10 pmol/µL cada); 0,5µL 
de Taq polimerase High Fidelity (5 U/µL) e 34,5 µL de H2O milli-Q esterelizada. As 
amplificações foram realizadas de acordo com o seguinte programa: 94°C por 3 min; 35 ciclos 
de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C e 1 min a 72 °C; com extensão final de 10 min a 72°C. Os 
fragmentos amplificados foram purificados, digeridos com a enzima KpnI (Biolabs) e clonados 
no vetor pUFR053. A confirmação da clonagem foi realizada por meio da liberação dos 
fragmentos dos plasmídeos por digestão e também por sequenciamento. 
 
3.4.2. Transformação dos mutantes  
Células competentes dos mutantes foram preparadas utilizando 10 mL de bactéria 
crescidas em meio NBY, com agitação constante de 180 rpm, a 28°C, durante 12-14 hs, até 
atingirem A600nm = 1. As células foram centrifugadas a 4°C e o pellet coletado foi lavado com 
1mL de água esterilizada gelada por 5 vezes consecutivas. Ao final da quinta lavagem, as 
células foram concentradas por centrifugação a 5000 rpm por 2min, aliquotadas e 
imediatamente transformadas por eletroporação. Uma alíquota de 2 uL do DNA plasmidial (50 
ng/uL) foi adicionado a 80 uL das células eletrocompetentes e transferidos para uma cubeta 
BIO-RAD 1mm. A eletroporação foi realizada em eletroporador BIO-RAD Gene Pulser, 
utilizando um pulso único com parâmetros de resistência e capacitância pré-estabelecidos 
(AMARAL et al., 2005). As colônias transformadas foram selecionadas em meio NBY 
contendo 5 µg/mL de gentamicina.  
 
3.5. Produção do mutante de deleção  
Para produzir os mutantes X. citri por deleção foi utilizado o vetor suicida 




possui múltiplos sítios de clonagem, marcador de resistência a canamicina e o gene da 
levansucrase sacB, usado na seleção do segundo evento de recombinação.  
Para a construção dos mutantes primeiramente foram realizadas amplificações da 
região codificadora de interesse flanqueadas por aproximadamente 1000 pb de DNA upstream 
e downstream, utilizando os primers F1-R1 e F2-R2, desenhados nesse estudo, como ilustrado 
na Figura 4. 
 
Figura 4. Método utilizado para produção do nocaute  
 
Os parâmetros da amplificação foram os mesmos descritos na seção 3.4.1 acima. 
As amplificações foram realizadas de acordo com o seguinte programa:  94°C por 3 min; 35 
ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C, 1min a 72 °C; com extensão final de 1min a 72°C. Os 
primers utilizados para amplificação dos fragmentos de interesse estão listados na Tabela 3.  
 
Tabela 3. Primers utilizados para produção do mutante de deleção. 









* Primers desenhados nesse estudo 
 
Após amplificação, as separações dos produtos foram realizadas em gel de agarose 
0,8% e os mesmos foram purificados com o kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega). Após purificação, foi realizada a digestão com a enzima de restrição inserida nos 
primers F2 e R1 (BamH1) e ambos fragmentos foram ligados por 12 horas utilizando a enzima 
T4 DNA ligase (Biolabs). A ligação foi aplicada em gel de agarose para separação do fragmento 
único de aproximadamente 2000 pb. O produto de 2000 pb foi amplificado novamente por PCR 
com os primers F1 e R2, seguido da digestão com as enzimas específicas, cujos sítios se 




clonados no vetor suicida pNPTS138 e introduzidos em E. coli por choque-térmico a 42°C de 
acordo com procedimentos padrão (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2012). A 
confirmação da clonagem foi realizada por meio da clivagem com as endonucleases específicas. 
Após confirmação, células competentes de X. citri foram eletroporadas com as 
construções. A preparação das células competentes para eletroporação foi realizada conforme 
descrito na seção acima. A inserção do plasmídeo pNPTS138 no genoma de X. citri durante a 
primeira recombinação permitiu a seleção de colônias resistentes a canamicina e sensíveis a 
sacarose que possuem duas cópias do gene de interesse, uma inteira e outra deletada. Essas 
colônias resistentes a canamicina e sensíveis a sacarose foram crescidas a 28°C e 180 rpm 
durante 12 horas no meio NBY contendo ampicilina 100ug/ml. Nesta etapa não foi adicionado 
canamicina para permitir o segundo evento de recombinação, que consiste na saída do vetor 
pNPTS138 do genoma de X. citri carregando a versão inteira ou deletada do gene de interesse. 
Após 12 horas de crescimento, as células foram plaqueadas no meio NBY ágar suplementado 
com 5% sacarose e ampicilina 100 ug/mL. Depois de três dias, as colônias que cresceram neste 
meio foram replaqueadas e selecionadas em três diferentes condições de meio NBY: 
Meio 1: NBY + ampicilina + 5% sacarose  
Meio 2: LB-ágar + ampicilina + canamicina+ 5% sacarose  
Meio 3: LB-ágar + ampicilina + canamicina 
O crescimento das colônias nos meios 1, 2 e 3 foi observado por dois dias. As 
colônias que cresceram somente no meio 1 com ausência de canamicina e na presença de 
sacarose devido a ocorrência do segundo evento de recombinação e a perda do vetor 
pNPTS138, foram selecionadas e analisadas por PCR com os oligonucleotídeos F1 e R2 que 
flanqueiam o gene deletado.  
 
3.6. Curvas de Crescimento 
A capacidade de crescimento dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5 e dos 
mutantes complementados (ecnA::Tn5_c e XAC0292_c::Tn5) foi avaliada em meio NBY, 
durante 72 horas, monitorando-se a A600nm, a cada duas horas, por meio do aparelho Varioskan 
TM Flash Multimode Reader (Thermo Scientific). 
 
3.7. Regulação da expressão dos genes XAC0292-XAC0293 
Para averiguar se o gene XAC0292 e o gene localizado upstream XAC0293/hrpB 




realizada análise da expressão desses genes por meio de RT-PCR utilizando primers (Tabela 4) 
previamente desenhados como é mostrado na Figura 5.  
 
Figura 5. Primers utilizados para averiguação da expressão coordenada dos genes XAC0293, 
XAC0292 e XAC0291. 
 
Para isso, X. citri foi cultivada em 5 mL de meio NBY até A600nm= 1, centrifugada 
a 4°C a 4500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a bactéria foi ressuspendida 
em 2 volumes do reagente “RNA protect bacterial” (Qiagen, CA, USA) e incubado à 
temperatura ambiente por 5 minutos. As células bacterianas foram centrifugadas novamente a 
4500 rpm por 10 minutos e o sedimento tratado com lisozima (1 µg/µL). A extração de RNA 
foi realizada usando o “RNeasy minikit” (Qiagen, Valencia, CA), seguindo as recomendações 
do fabricante e foi feito o tratamento com DNAse TURBO DNA-free kit (Ambion, TX, USA) 
para remover DNA genômico. Após a extração, o precipitado de RNA total foi ressuspenso em 
água livre de RNAse, a qualidade e concentração do RNA extraído foram verificadas utilizando 
o NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies) e a integridade do RNA verificada usando gel 
de agarose. Amostras de RNA foram convertidas para fita dupla usando o kit iScript cDNA 
Synthesis (BIO-RAD), seguindo o protocolo do fabricante. Amplificações por RT-PCR foram 
realizadas utilizando DNA genômico e cDNA por 28 ciclos. 
Foi realizada também análise utilizando o software Softberry 
(www.softberry.com), para predição de promotores bacterianos por meio da plataforma 
BPROM. BPROM é uma ferramenta de reconhecimento de promotor bacteriano com precisão 
e especificidade de aproximadamente 80%. É melhor empregado em regiões imediatamente a 






Tabela 4. Primers utilizados para avaliação da expressão dos genes XAC0293, XAC0292 e 
XAC0291. 

















4.1. Screening da biblioteca de mutantes de Xanthomonas citri subsp. 
citri 
A primeira parte deste trabalho constou do screening de 2800 clones da biblioteca 
de mutantes de X. citri, no qual foi avaliada a adesão bacteriana em placas de poliestireno por 
meio do ensaio colorimétrico de biomassa com cristal violeta. Dentre os clones analisados, 80 
clones demonstraram maior formação de biofilme e 160 clones defectivos nesta característica 
(dados cedidos pela Dra. Simone Cristina Picchi, Laboratório de Biotecnologia, Centro de 
Citricultura Sylvio Moreira/IAC-SP). Dos clones que demostraram diferença na formação de 
biofilme, oito foram selecionados para submissão a um novo ensaio colorimétrico em tubos de 
vidro e para identificação do sítio de integração do transposon (Figura 6).  
 
Figura 6. Quantificação espectrofotométrica do ensaio colorimétrico com cristal violeta. wt: X. 
citri; D5, E3, G6, B3, B5, B4, A7, A10: clones com alteração da capacidade de formação de 




4.2. Identificação dos clones 
Após sequenciamento do produto da reação de “TAIL-PCR”, as ORFs responsáveis 
pela alteração do fenótipo foram comparadas com a base de dados do NCBI. A Tabela 5 
apresenta a anotação desses genes.  
 
Tabela 5. Identificação e caracterização dos genes de Xanthomonas citri subsp. citri 
relacionados com a formação de biofilme. 


































































elongation factor Tu 88% elongation factor Tu elongation factor Tu 
 
Posteriormente à identificação, alguns genes já tinham sido anteriormente 
estudados em Xanthomonas (XAC3049 e XAC3579) (LI; WANG, 2011b) e outros fazem parte 
de vias metabólicas conhecidas. No entanto, dois mutantes, não tinham sido anteriormente 
estudados (G6 e B3), e por isso foram selecionados para um estudo funcional mais completo. 
Para esses dois mutantes selecionados, primers específicos foram desenhados para confirmação 
da inserção do transposon, como detalhado na seção 3.1.2.  Pode ser observado na Figura 7 a 
diferença do tamanho dos amplicons na bactéria selvagem e mutantes. Para o mutante B3 foram 
utilizados primers específicos, já para o mutante G6 foi utilizada uma combinação de um primer 
específico com um primer da extremidade do transposon. No entanto, em ambos os casos se 
observou uma diferença de 2000 pb entre o amplicon do mutante e a bactéria selvagem, o que 





Figura 7. Gel de agarose 1% com os amplicons específicos dos genes ecnA e XAC0292 
identificados para os mutantes B3 (A) e G6 (B), respectivamente, em comparação com a estirpe 
selvagem X. citri. 
 
Os amplificons foram purificados, sequenciados e após alinhamento no BLAST 
pode-se localizar a posição correta da inserção do transposon. A Figura 8 é uma representação 
de cada uma das ORFs mostrando a localização do Tn5 e o tamanho de cada um dos genes. 
 
 
Figura 8. Representação gráfica das ORFs selecionadas. O retângulo vermelho corresponde ao 
transposon Tn5 (2000 pb) inserido na região codificadora do gene. XAC0292: 432 pb; 
XAC4008/ecnA:153 pb. 
 
4.3. Análise das sequências XAC4008/ecnA e XAC0292 
A análise de sintenia dos mutantes permitiu observar que o locus ecnAB é 
conservado no gênero Xanthomonas (Figura 9), com alta similaridade entre as sequências. Além 





Figura 9. Conservação do locus ecnAB no gênero Xanthomonas. A caixa vermelha indica o 
locus entericidin ecnAB em Xanthomonas citri subsp. citri que é conservado nas outras espécies 
de Xanthomonas demonstradas nesse esquema. Xylella fastidiosa foi incluída na análise como 






























Figura 10. Conservação do gene XAC0292. A caixa vermelha indica o gene XAC0292 e o gene 
upstream XAC0293/hrpB em Xanthomonas citri subsp. citri.  
 
Quanto à ORF XAC0292 observou-se que sua sequência se mostrou também 
conservada em outras espécies de Xanthomonas, assim como em Xylella fastidiosa, 
Pseudoxanthomonas, Stenotrophomonas e Lysobacter gummosus. Uma observação 




upstream o gene hrpB que codifica uma provável ATP-dependente RNA-helicase, o que reforça 
a hipótese de que esses dois genes fazem parte de um mesmo operon (Figura 10). 
  
4.4. Formação de biofilme  
Esse ensaio foi realizado para avaliação do melhor tempo para a caracterização 
fenotípica dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5. Como pode ser observado na Figura 11, 
o mutante ecnA::Tn5 apresentou redução significativa da adesão em superfície de poliestireno 
em todos os tempos avaliados. A diferença da adesão em relação à estirpe selvagem (wt) se 
iniciou já com 24 horas, porém a maior diferença se deu após 96 horas. Por outro lado, o mutante 
XAC0292::Tn5 apresentou um aumento significativo da capacidade de adesão em relação a 
estirpe selvagem somente após 72 horas, Após 96 horas, a diferença entre wt e XAC0292::Tn5 
foi de 25% e estatisticamente significativo a 1% de probabilidade. 
 
 
Figura 11. Ensaio de biofilme estático. Os valores são apresentados como média de 
absorbância ± desvio padrão de seis replicatas. wt = X. citri subsp. citri 306. * indica diferença 
significativa (p<0,05) e ** (p<0,01) em comparação com a estirpe selvagem. 
 
4.5. Quantificação de células aderidas 
Foram realizadas também a quantificação das células aderidas nas placas de 
poliestireno e pode-se observar que em nenhum dos tempos analisados houve diferença 
estatística significativa para os dois mutantes avaliados (Figura 12). Os resultados indicam que 
a diferença registrada no ensaio de formação de biofilme com coloração com cristal violeta, 




respectivamente, não é devido à quantidade de células aderidas. Como a coloração com cristal 
violeta cora biomassa total, ou seja, células aderidas mais EPS produzido, a maior formação de 
biofilme registrada para o mutante XAC0292::Tn5 pode ser devido a uma maior quantidade de 
EPS produzida, uma vez que já foi demonstrado que a produção de exopolissacarídeos é 




Figura 12. Quantificação de células aderidas em placas de poliestireno. Os valores são 
apresentados como média de log10 UFC/mL ± desvio padrão de seis replicatas. 
 
4.6. Biofilme in vivo 
Além da quantificação in vitro, foi realizada também avaliação de biofilme in vivo 
utilizando folhas jovens de laranja Pera. As células aderidas na superfície da folha foram 
analisadas pela intensidade do corante violeta. Observa-se que o mutante XAC0292::Tn5 
apresentou maior formação de biofilme também na superfície foliar, enquanto que o mutante 












Figura 13. Ensaio de biofilme em superfície biótica. B = Meio de cultura, wt = estirpe selvagem 
X. citri. 
 
4.7. Quantificação de EPS 
Nos experimentos de quantificação de EPS, os resultados mostraram que o mutante 
encA::Tn5 apresentou diferença significativa de produção de EPS após 96 horas, com metade 
da quantidade de EPS produzida pela estirpe selvagem. Por sua vez o mutante XAC0292::Tn5 
produziu mais EPS que a estipe selvagem já com 48 horas, mas com 96 horas essa diferença 
estatística foi maior. A quantidade de EPS produzida pelo mutante XAC0292::Tn5 foi mais que 
o dobro da produzida pela estirpe selvagem (Figura 14). Esses resultados corroboraram com o 
demonstrado para o teste de formação de biofilme, indicando que uma maior formação de 
biofilme pelo mutante XAC0292::Tn5 em relação à estirpe selvagem, é devido a uma maior 







Figura 14. Quantificação EPS. Os valores são apresentados como média de EPS (mg/mL) ± 
desvio padrão de três replicatas; * indica diferença significativa (p<0,05) e ** (p<0,01) em 
comparação com a estirpe selvagem. 
 
4.8. Produção de goma xantana 
O mutante ecnA::Tn5 apresentou uma diferença de 10% a menos de goma 
produzida em relação a estirpe selvagem após 72 horas, porém essa diferença não foi 
significativa (Figura 15). Esses resultados sugerem que a diferença na formação de biofilme do 
mutante ecnA::Tn5 pode ser atribuída à redução na produção de goma xantana, ou ainda, a 
menor quantidade de EPS aferida pelo método de antrona pode ser acarretada por um outro tipo 
de EPS produzido e ainda não conhecido, uma vez que o método de antrona estima somente a 
quantidade de açúcares redutores totais. 
A porcentagem de goma produzida pelo mutante XAC0292::Tn5 foi de 
aproximadamente 45% maior em relação ao selvagem. Essa diferença foi estatisticamente 
significativa quando as médias foram comparadas pelo teste t. Esses resultados confirmam que 
o mutante XAC0292::Tn5 apresenta uma maior quantidade de goma xantana produzida e por 
isso demonstrou uma maior formação de biofilme em placas de poliestireno e também em folhas 










Figura 15. (A) Quantificação de goma xantana dos mutantes em relação a X. citri 306. Os 
valores são apresentados como média (mg/mL) ± desvio padrão de 3 replicatas. ** indica 
diferença significativa (p<0,01) em comparação com a estirpe selvagem (wt). (B) Goma 
extraída por precipitação com etanol do sobrenadante. 
 
4.9. Análise de motilidade 
Vários estudos têm relatado que a motilidade está relacionada com a formação de 
biofilme em várias bactérias incluindo X. citri (LI; WANG, 2011b; MALAMUD et al., 2011). 
Afim de verificar se as mutações têm algum efeito na motilidade, os mutantes ecnA::Tn5 e 
XAC0292::Tn5 foram avaliados quanto a capacidade de movimentação sliding e swimming. 
Como pode ser observado na Figura 16, o mutante ecnA::Tn5 demonstrou um leve aumento de 
motilidade sliding, porém não apresentou diferença de tamanho do halo de crescimento em 
relação a estirpe selvagem na análise de swimming. Já o mutante XAC0292::Tn5 demonstrou 
um aumento de motilidade sliding que pode ser devido ao aumento de EPS produzido por esse 






Figura 16. Análise de motilidade do mutante ecnA::Tn5. (A) Motilidade sliding - espalhamento 




Figura 17. Análise de motilidade do mutante XAC0292::Tn5. (A) Motilidade sliding - 
espalhamento em meio com 0,5% ágar. (B) Motilidade swimming avaliada em meio com 0,25% 
ágar. wt = estirpe selvagem. 
 
Curvas de crescimento dos mutantes não mostraram alterações no crescimento dos 
mutantes em relação a X. citri selvagem. Estas observações indicam que as diferenças entre as 








4.10. Teste de patogenicidade 
4.10.1. Infiltração 
Para averiguar se a inativação dos genes pela inserção do transposon também estaria 
associada com a patogenicidade, foram utilizadas folhas de laranja doce inoculadas por dois 
diferentes métodos: infiltração e pulverização. A progressão dos sintomas e taxa de crescimento 
dos mutantes e da estirpe selvagem no hospedeiro foram acompanhadas para ambos os métodos 
de inoculação após 7, 14 e 21 dias. 
Após 21 dias da inoculação por infiltração foram constatadas diferenças de 
sintomas causados pelos mutantes e pela bactéria selvagem (Figura 18B). As alterações 
causadas pelo mutante ecnA::Tn5 incluíram menor encharcamento ao redor da lesão, menor 
formação de pústulas e retardamento na indução de necrose do tecido foliar. Além disso, 
constatou-se redução significativa do crescimento da população 14 dias após inoculação (Figura 
18A). Por outro lado, o mutante XAC0292::Tn5 apresentou maior encharcamento ao redor da 
lesão, porém o desenvolvimento de necrose foi mais lento em relação a X. citri selvagem 
(Figura 18B). O crescimento da população bacteriana foi estatisticamente menor em relação a 
estirpe selvagem (Figura 18A). Esses resultados sugerem que a mutação dos genes XAC0292 e 
ecnA além de alterarem a formação de biofilme, levam também a uma redução do crescimento 
bacteriano em plantas de laranja doce e consequentemente a um desenvolvimento de sintomas 






Figura 18. Inoculação por infiltração em folhas de laranja Pêra dos mutantes em relação a 
estirpe selvagem. (A) Tamanho populacional in planta, mostrando a diferença entre as estirpes 
mutantes e selvagem, aos 7, 14 e 21 dias após inoculação (dpi). ** indica diferença estatística 
em relação a estirpe selvagem (p<0.01). (B) Sintomas causados aos 21 dpi pelas linhagens 
mutantes (XAC0292::Tn5 e ecnA::Tn5) e selvagem X. citri (wt) em folhas de laranja Pêra. 
  
4.10.2. Pulverização 
Pode-se observar na figura 19 que, apesar do crescimento do mutante 
XAC0292::Tn5 das folhas inoculadas ter sido menor em todos os tempos avaliados, não houve 
uma diferença significativa. Por outro lado, o crescimento do mutante ecnA::Tn5 na superfície 
foliar apresentou uma diferença estatística em relação a estirpe selvagem (wt) após 21 dias, o 
que pode indicar que esse mutante possui uma menor sobrevivência epifítica. A partir da figura 




selvagem e o mutante XAC0292::Tn5 aumentou, enquanto o mutante ecnA::Tn5 teve o 
crescimento reduzido, acarretando diferença estatística entre as estirpes aos 21 dias após 
inoculação.  
Além disso, os sintomas foram avaliados quanto a severidade e incidência. Em 
relação a severidade das lesões, não foi possível observar diferença. No entanto, as notas dadas 
pelos avaliadores aos 21 dias após inoculação (dpi) foram de 2,5 para o mutante ecnA::Tn5 e 
16,2 para o mutante XAC0292::Tn5, em comparação do tamanho da lesões,  com a escala de 
notas publicada anteriormente (BELASQUE JÚNIOR et al., 2005), o que também pode ser 
observado na Figura 19B. Constatou-se também uma menor quantidade de folhas com sintomas 
(incidência) nas plantas inoculadas com os mutantes XAC0292::Tn5 e ecnA::Tn5, após 14 e 21 






Figura 19. Inoculação das bactérias mutantes e selvagem por pulverização sobre a lâmina 
foliar. (A) Crescimento populacional in planta, mostrando a diferença entre a estirpes mutantes 
e selvagem, aos 7, 14 e 21 dias após inoculação (dpi). Os valores são demonstrados como 
média±desvio padrão de dois experimentos independentes. ** indica diferença estatística em 
relação a estirpe selvagem (p<0,05). (B) Sintomas causados aos 21 dpi pelas linhagens mutantes 







Figura 20. Incidência de sintomas (quantidade de folhas com sintomas/quantidade total de 
folhas da planta). Os valores foram apresentados como média±desvio padrão da porcentagem 
de três plantas distintas. 
 
4.11. Construção dos vetores pUFR053_XAC0292 e pUFR053_ecnA e 
transformação  
Visando a complementação dos mutantes para confirmar se os genes com inserção 
do transposon estão de fato relacionados com os fenótipos observados, foi feita a clonagem dos 
genes no vetor pUFR053 e as células competentes mutantes X. citri foram transformadas com 
as respectivas construções. Os genes alvos para construção foram obtidos a partir da 
amplificação do DNA de X. citri, gerando um amplicon de 432 e 153pb, como esperado pelo 
desenho dos oligonucleotídeos in silico para amplificação dos genes XAC0292 e ecnA, 






Figura 21. Gel de agarose 0,8 % submetido à eletroforese. M - marcador molecular 1 Kb Plus, 
(1) e (2) - produto de amplificação de fragmento do gene XAC0292, com tamanho de 
aproximadamente 432 pb; (3) e (4) - produto de amplificação do gene XAC4008/ecnA, com 
tamanho de aproximadamente 153 pb. As setas vermelhas representam os produtos das 
amplificações 
 
Após digestão dos fragmentos com a enzima KpnI, cujo sítio de restrição foi 
inserido nos primers forward e reverse, o fragmento foi clonado no plasmídeo pUFR053. A 
confirmação da clonagem dos fragmentos XAC0292 e XAC4008 foi realizada através da 
liberação dos fragmentos por digestão com a enzima KpnI e posterior eletroforese em gel de 
agarose (Figuras 22 A e 22B). O sequenciamento revelou que o clone obtido apresentou 99% 






Figura 22. Gel de agarose 0,8% do ensaio de restrição do fragmento ecnA e XAC0292 com a 
enzima KpnI. (A) Confirmação por digestão da clonagem do gene XAC0292 no vetor pUFR053. 
(B) Confirmação por digestão da clonagem do gene ecnA. M - marcador molecular 1Kb Plus 
Invitrogen.  
 
Após confirmação da presença dos genes, os respectivos plasmídeos foram 
transferidos por transformação para células competentes dos mutantes XAC0292::Tn5 e 
ecnA::Tn5, gerando XAC0292::Tn5 _c e ecnA::Tn5_c, respectivamente. Os transformantes 
foram selecionados em meio de cultura NBY sólido contendo gentamicina. As colônias que 
foram resistentes a gentamicina, obtiveram sucesso na transferência do plasmídeo pUFR053 
contendo os genes de interesse. Essas colônias então foram isoladas e passaram por sucessivas 
repicagens em meio de cultura, acrescido de gentamicina, com o intuito de verificar a 
estabilidade da transformação. No geral, as transformações resultaram em um grande número 









Figura 23. BLAST das sequências obtidas pelo sequenciamento dos fragmentos clonados no 
vetor pUFR053. (A) Confirmação da clonagem do gene XAC0292 que codifica uma proteína 
hipotética. (B) Confirmação da clonagem do gene ecnA que codifica a provável anti-toxina do 
sistema Entericidin A/Entericidin B. 
 
4.12. Complementação dos fenótipos dos mutantes XAC0292::Tn5 e 
ecnA::Tn5 
Após a transformação dos mutantes XAC0292::Tn5 e ecnA::Tn5, as 
complementações foram avaliadas em ensaios de biofilme in vitro, in vivo e por motilidade. A 
transformação do mutante XAC0292::Tn5 com o plasmídeo contendo o gene XAC0292 intacto 
restaurou os fenótipos de formação de biofilme em superfície abiótica e motilidade para o 




diferença significativa entre o mutante e a estirpe selvagem, porém não para a estirpe 
complementada XAC0292::Tn5 _c. 
A complementação do mutante ecnA::Tn5 também restaurou o fenótipo de formação de 
biofilme em superfície abiótica, uma vez que o mutante ecnA::Tn5 e a estirpe complementada 
ecnA::Tn5_c não tem diferença estatística pelo teste t, assim como na superfície foliar (Figura 
25). As restaurações dos fenótipos demonstram que a alteração dos genes XAC0292 e ecnA são 
responsáveis pelas alterações fenotípicas dos respectivos mutantes por transposon e também 
que a expressão de nenhum outro gene foi afetada em nenhum dos dois mutantes avaliados. 
 
 
Figura 24. Complementação do mutante XAC0292::Tn5. (A) Ensaio de formação de biofilme 
mostrando a restauração do fenótipo. Valores são expressos como média±desvio padrão. Letras 
diferentes indicam diferença estatística pelo teste t (p≤0,05). (B) Placa de poliestireno com a 
diferença de coloração obtida pelo ensaio com cristal violeta. (C) Medida do diâmetro do 
espalhamento das células em placa 0,5% ágar para análise de sliding. (D) Ensaio de motilidade 
sliding. wt - bactéria selvagem X. citri 306; XAC0292::Tn5 – mutante com a inserção do 






Figura 25. Complementação do mutante ecnA::Tn5. (A) Ensaio de formação de biofilme em 
superfície abiótica (placas de poliestireno) mostrando a restauração do fenótipo. Valores são 
expressos como média±desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística pelo teste 
t (p≤0,05).  (B) Biofilme formado na superfície do mesófilo foliar de Citrus sinensis cv. 
valencia. wt-bactéria selvagem X. citri; ecnA::Tn5 – mutante com a inserção do transposon no 
gene ecnA (XAC4008); ecnA::Tn5_c - mutante complementado. 
 
4.13. Curvas de crescimento 
Para investigar se as mutações nos genes XAC0292 ou ecnA afetam o crescimento 
de X. citri em meio NBY, monitorou-se o crescimento das linhagens XAC0292::Tn5, 
XAC0292::Tn5 _c, ecnA::Tn5, ecnA::Tn5_c e selvagem, indiretamente, através de absorbância 
a 600nm a cada duas horas. A análise do crescimento das diferentes estirpes indicou que nem 
XAC0292 ou ecnA são requeridos para o crescimento de X. citri no meio NBY, pois foi 
observado que não houve alteração no perfil de crescimento dos mutantes XAC0292::Tn5 ou 
ecnA::Tn5, em relação a estirpe selvagem, em nenhuma das fases de crescimento bacteriano. 
Ou seja, os mutantes analisados pelas curvas de crescimento se comportaram de forma idêntica 
a X. citri selvagem (Figura 26A e B). Além disso, constatou-se que XAC0292::Tn5 _c e 
ecnA::Tn5_c não sofreram alteração de crescimento pela inserção do plasmídeo pUFR053 com 





Figura 26. Curvas de crescimento entre o mutante ecnA::Tn5, estirpe selvagem (wt) e o 
mutante complementado ecnA::Tn5_c (A) e entre o mutante XAC0292::Tn5, a estirpe selvagem 
e o mutante complementado XAC0292::Tn5 _c (B). 
 
4.14. Construção dos vetores pNPTS138_XAC0292 e pNPTS_encA 
Primeiramente, para a construção dos mutantes, oligonucleotídeos foram 
desenhados (Tabela 3, material e métodos) especificamente para amplificar regiões de 
aproximadamente 1000pb upstream e downstream aos genes de interesse (XAC0292 e ecnA). 
Os produtos das amplificações por PCR dos fragmentos 1 e 2 adjacentes aos dois genes de 
interesse estão ilustrados na Figura 27A. Os fragmentos foram extraídos do gel de agarose, 
purificados e digeridos com as enzimas de restrição contidas nos primers R1 e F2. Os 
fragmentos foram ligados gerando um fragmento único de 2000 pb. Os amplicons de 2000 pb 
correspondentes aos fragmentos upstream e downstream dos genes XAC0292 e ecnA, 










Figura 27. Processo de construção dos vetores pNPTS138_XAC0292 e pNPTS_encA. (A) 
Amplificações dos fragmentos F1 e F2: (1) fragmento 1 upstream ao gene XAC0292, (2) 
fragmento 2 downstream ao gene XAC0292; (3) fragmento 1 upstream ao gene XAC4008/ecnA, 
(4) fragmento 2 downstream ao gene ecnA. (B) Ligação do fragmento 1 e 2 ao gene XAC0292. 
(C) Ligação do fragmento 1 e 2 ao gene ecnA. M – marcador molecular 1 Kb plus Invitrogen. 
Retângulo vermelho indica os fragmentos com 2000pb. 
 
Os produtos das respectivas ligações foram utilizados como DNA molde para uma 
nova PCR utilizando os oligos F1 e R2, seguido de uma nova digestão e posterior clonagem no 
vetor pNPTS138. As clonagens foram confirmadas pela digestão dos fragmentos de 2000 pb 
por meio da clivagem com as enzimas de restrição específicas (Figura 28) e por sequenciamento 
das construções positivas após digestão. 
 
 
Figura 28. Confirmação da clonagem em pNPTS138. (A) Clonagem dos fragmentos upstream 
e downstream ao gene XAC0292 (canaletas 1 a 6). (B) Clonagem dos fragmentos upstream e 





4.15. Produção dos mutantes de deleção e caracterização fenotípica 
Os mutantes de deleção foram construídos com o intuito de confirmar se a alteração 
de fenótipo dos mutantes com inserção do transposon é devido somente ao gene em questão, 
ou se há alguma alteração polar do gene downstream. Para isso, depois de confirmada a 
clonagem dos fragmentos de 2000 pb no vetor suicida pNPTS138, células competentes de X. 
citri foram eletroporadas com as construções. A inserção do plasmídeo pNPTS138 no genoma 
de X. citri durante a primeira recombinação permitiu a seleção de colônias resistentes a 
canamicina e sensíveis a sacarose que possuem duas cópias dos genes de interesse uma inteira 
e outra deletada. Porém essa seleção foi possível somente para a construção sem o gene 
XAC0292. Essas colônias selecionas passaram por uma nova seleção para que ocorresse o 
segundo evento de recombinação e a perda do vetor pNPTS138. As colônias que foram 
positivas para o segundo evento foram selecionadas e analisadas por PCR com os 
oligonucleotídeos F1 e R2 que flanqueiam o gene deletado. Pode ser avaliado na figura 29 que 
as colônias 14 a 18 possuem aproximadamente 500 pb a menos que as demais colônias, ou seja, 
houve a deleção do gene XAC0292. 
 
Figura 29. Confirmação da deleção do gene XAC0292 por PCR de colônias submetidas às 
seleções nos meios NBY 1, 2 e 3 (ver material e métodos). Os produtos de PCR das colônias 
de X. citri foram visualizados em gel de agarose 1%. As colônias 14, 15, 16, 17, e 18 
apresentaram o gene XAC0292 deletado. Os números de 1 a 13 representam a estirpes selvagem 
(wt) que não tiveram o gene deletado. M – marcador molecular 1Kb plus Invitrogen. 
 
Quanto à deleção do gene ecnA, o procedimento de transformação da bactéria 
selvagem foi repetido mais de uma vez, mas não se obteve sucesso durante a seleção de colônias 





O mutante ∆XAC0292 foi caracterizado quanto à adesão a superfície abiótica e 
motilidade. A diferença de fenótipo do mutante ∆XAC0292 foi bem clara em relação ao ensaio 
com cristal violeta. O mutante apresentou um valor de absorbância (A590nm) igual a 0,47, o que 
representou duas vezes mais biofilme em relação a estirpe selvagem. Essa diferença foi 
significativamente diferente. Tanto o mutante com inserção de transposon XAC0292::Tn5 
quanto o mutante de deleção ∆XAC0292 apresentaram um aumento da adesão em superfície de 
poliestireno, porém a diferença entre os dois não foi estatisticamente diferente. Como o mutante 
de deleção possui o mesmo fenótipo do mutante com inserção do transposon, confirmou-se que 




Figura 30. Mutante de deleção ∆XAC0292. (A) Absorbância relativa representando a adesão 
em superfície abiótica dos mutantes XAC0292::Tn5 e ∆XAC0292 em relação a estirpe selvagem 
(wt) X. citri (wt). Valores são expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
diferentes. Letras diferentes indicam diferença estatística pelo teste t (p≤0.05). (B) Adesão em 
superfície abiótica. (C) Medida do diâmetro do espalhamento das células em placa 0.5% ágar. 
(D) Aumento de motilidade sliding do mutante XAC0292::Tn5 e ∆XAC0292 após 48 horas de 






4.16. Análise dos genes XAC0291-XAC0292-XAC0293 
Por meio da ferramenta BPROM do programa Softberry foi realizada a predição 
dos promotores existentes na sequência que abrange os genes XAC0293-XAC0292-XAC0291 
que está localizada nas posições 344974 a 351358 do genoma de X. citri subsp. citri 306, mais 
precisamente chamada no site do NCBI de Xanthomonas axonopodis pv. citri 306. Pode ser 
observado na Figura 31 que, de acordo com esse programa, não foi registrada a presença de 




Figura 31. Predição da presença de operon na sequência localizada na região 344974 a 351358 
do genoma de X. citri subsp. citri 306, que abrange os genes XAC0293-XAC0292-XAC0291. O 
retângulo vermelho indica a ausência de operon. 
 
Na sequência de nucleotídeos mostrada na Figura 32 pode ser observada a 
localização dos promotores preditos, que estão realçados em amarelo. Pode ser visto que na 
sequência upstream ao gene XAC0293/hrpB há a presença de um promotor, assim como na 
sequência upstream ao gene XAC0291/oar, contudo não houve a predição de um promotor na 







Figura 32. Localização dos promotores preditos pela ferramenta BPROM do programa 
Softberry (SOLOVYEV, V. ; SALAMOV, 2011). Sequência localizada entre as posições 
344974 a 351358 do genoma de X. citri subsp. citri 306, abrangendo os genes XAC0293-
XAC0292-XAC0291. Os nucleotídeos marcados em azul correspondem aos genes, os 
mucleotídeos marcados em pretos correspondem às regiões intergênicas e as caixas amarelas 




Na figura 33A observa-se que, utilizando o par de primers (1) que flanqueiam os 
genes inteiros houve amplificação do fragmento de aproximadamente 3500pb como era 
esperado nas reações com DNA genômico de X. citri, indicando que eles funcionam. Contudo, 
não houve amplificação utilizando o cDNA como molde, o que significa que esses três genes 
não são expressos juntos. Na figura 38B observa-se a amplificação com os primers (2), (3) e 
(4), também somente nas reações que tiveram o DNA como molde e não quando se utilizou 
cDNA.  
 
Figura 33. Amplificação dos genes XAC0293, XAC0292 e XAC0291. (A) PCR utilizando o 
primer (1). (B) PCR utilizando os primers (2), (3) e (4). Ver figura 12 e tabela 4. 
  
O estudo do gene XAC0293/hrpB está completamente descrito no manuscrito 







Na interação planta-patógeno a formação de biofilme está relacionada com a 
virulência de diversas bactérias patogênicas (DANHORN; FUQUA, 2007). Em X. citri, a 
habilidade de formar e se destacar do biofilme tem consideráveis implicações para a 
sobrevivência na superfície foliar hospedeira, o que já demonstrou ser importante para o ciclo 
da doença (CROSSMAN; DOW, 2004; RIGANO et al., 2007). Contudo, a formação de 
biofilme de patógenos de planta, principalmente daqueles que atacam tecidos do mesófilo ainda 
é pouco estudada. 
Com o intuito de identificar novos genes envolvidos com a formação de biofilme, 
primeiramente foi realizado um screening de uma biblioteca de mutantes Tn5 anteriormente 
desenvolvida no Laboratório de Biotecnologia do Centro de Citricultura Sylvio Moreira, para 
seleção de mutantes com maior ou menor formação de biofilme. A partir dessa avaliação foi 
possível identificar genes que já tinham sido relacionados anteriormente como importantes para 
a formação de biofilme e também novos genes que não tinham sido ainda avaliados para esta 
característica. Foram então selecionados dois mutantes com capacidade contrastantes de 
produção de biofilme in vitro:  um que apresentou menor capacidade de formação de biofilme 
(ecnA::Tn5), e que foi identificado com a inserção do transposon no locus XAC4008 e outro 
com maior formação de biofilme (XAC0292::Tn5) com inserção no locus XAC0292. Devido a 
uma alteração na anotação do genoma pelo NCBI os registros desses dois genes foram 
interrompidos e anotados com as respectivas localizações XAC_RS01525 e XAC_RS20190.  
 O mutante ecnA::Tn5 foi assim denominado pois o locus XAC4008 (Figura 1) 
foi identificado como sendo o gene ecnA que codifica a proteína Entericidin A (EcnA) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=xac4008). O gene ecnA faz parte do locus ecnAB 
que codifica dois pequenos peptídeos, designados EcnA e EcnB no genoma de E. coli. X. citri 
também apresenta o gene ecnA localizado upstream a ecnB, localização conservada no gênero 
Xanthomonas (Figura 9). Confirmou-se também, por meio da predição de domínios através das 
ferramentas pfam (http://pfam.xfam.org/) (FINN et al., 2014)  e interproscan 
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (MITCHELL et al., 2014), que os peptídeos preditos do gene 
ecnA de X. citri pertencem a família Entericidin EcnAB (BISHOP et al., 1998). 
O locus entericidin foi previamente descrito em E. coli como um provável sistema 
toxina-antitoxina (BISHOP et al., 1998), devido à similaridade com o sistema mazEF que é 
amplamente estudado (AIZENMAN; ENGELBERG-KULKA; GLASER, 1996; 




designada com a antitoxina que neutraliza a toxina EcnB baseado na observação que a 
superprodução de EcnB resultou em um alto grau de lise bacteriana. Foi sugerido também que 
a expressão de ecnB é promovida na fase estacionária, sob condições de alta osmolaridade e/ou 
falta de nutrientes, o que consequentemente leva a acreditar que esse provável sistema toxina-
antitoxina tem um papel na morte celular programada. Essa é uma ideia controversa, porque a 
deleção do gene da provável anti-toxina (ecnA) sozinho deveria ser letal, mas isso não acontece 
em E. coli (BABA et al., 2006), o que também não foi observado nesse trabalho, uma vez que 
o mutante ecnA::Tn5, não apresentou diferença no crescimento em relação a estirpe selvagem 
X. citri (Figura 26A).  
Foi também anteriormente reportado que a expressão de ecnB seria regulada 
positivamente pelo fator de transcrição sigma S (BISHOP et al., 1998). No entanto, 
Xanthomonas não possui sigma S (rpoS), o que sugere que em X. citri a expressão da provável 
toxina deve ser regulada por outro sistema. Interessantemente, em um ensaio de transcriptoma 
realizado para a análise da regulação do sistema quorum-sensing em X. citri, ecnA (XAC4008) 
foi registrada como down-regulated na fase estacionária em mutante rpfG (GUO et al., 2011), 
o que pode indicar que esse sistema ecnAB poderia ser regulado pelo sistema quorum-sensing, 
já que RpfG juntamente com RpfC formam um sistema de dois componentes para percepção e 
transdução de sinais extracelulares DSF (TORRES et al., 2007).  
Em recente estudo com Enterobacter sp. strain C6-6, que é utilizada na 
suplementação alimentar de peixes visando a resistência contra doenças, foi demonstrado 
experimentalmente que o locus entericidin é requerido para que a bactéria tenha um papel 
probiótico na alimentação de peixes Oncorhynchus mykiss. Peixes alimentados com a cepa 
wild-type Enterobacter C6-6 e desafiados com a bactéria Flavobacterium psychrophilum, a 
qual causa a doença BCWD (Bacterial cold-water disease), apresentaram menor mortalidade 
do que o tratamento controle. Já a mortalidade dos peixes que foram tratados com a bactéria 
mutada (Enterobacter C6-6 ∆ecnAB) não foi diferente do grupo controle, enquanto no grupo 
tratado com a cepa complementada (Enterobacter C6-6 ∆ecnAB<pET101::ecnAB>), a 
mortalidade foi semelhante o grupo tratado com a cepa selvagem Enterobacter C6-6, que possui 
o locus ecnAB (SCHUBIGER et al., 2015). Isso evidencia uma função bacteriolítica para essa 
proteína. Assim, é possível que a proteína produzida pelo locus ecnAB tenha um papel mais 
amplo e pouco estudado na estruturação de comunidades bacterianas, dado também que 
sequências homólogas de ecnB têm sido anotadas como conservadas nos cromossomos de 
diversas espécies de proteobactérias. Em Moraxella catarrhalis foi descrito que o locus ecnAB 




consequentemente é importante para virulência da bactéria e desenvolvimento de otite em 
crianças e obstrução pulmonar em adultos (DE VRIES et al., 2013).  
Interessantemente, evidências resultantes desse estudo indicam que o gene ecnA 
(XAC4008) também está envolvido no processo de adesão da bactéria X. citri a superfícies, 
uma vez que as análises fenotípicas do mutante ecnA::Tn5 comprovaram uma menor adesão 
em superfície abiótica (Figura 11), assim como uma menor formação de biofilme na superfície 
foliar de laranja doce (Figura 13). Além de uma redução de biofilme, o mutante ecnA::Tn5 
também apresentou, por meio do teste de antrona, uma menor quantidade de EPS (Figura 14). 
Por outro lado, a quantidade de xantana no mutante não apresentou diferença significativa em 
relação a estirpe selvagem (Figura 15). Essa divergência de resultados pode estar associada ao 
método de antrona, determina quantidade totais de açúcares redutores e nesse caso, outros 
açúcares que não somente os envolvidos na produção da xantana estariam sendo alterados. 
Apesar dessa diferença, a redução da quantidade de EPS pelo mutante ecnA::Tn5 afeta também 
a formação de biofilme no mutante, o que é corroborado por diferentes autores (LI; WANG, 
2011b; RIGANO et al., 2007) e em X. citri os exopolissacarídeos produzidos constituem a 
maior parte da estrutura do biofilme maduro (COSTERTON et al., 1995). 
O segundo mutante selecionado por meio da biblioteca de mutantes foi chamado de 
XAC0292::Tn5, pois a inserção do transposon foi identificada no locus XAC0292 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1154363). O gene XAC0292 (Figura 2) codifica uma 
proteína hipotética, sem domínios específicos e de função desconhecida (DA SILVA et al., 
2002). No entanto, a análise da sequência de XAC0292 indicou que essa proteína é 
provavelmente uma proteína transmembrana, que contêm diversas enzimas ou componentes 
envolvidos na biossíntese e/ou secreção de polissacarídeos (CUTHBERTSON et al., 2009). 
Nossos resultados evidenciaram que XAC0292 está, de alguma maneira, envolvido na produção 
e/ou secreção de xantana, que é o principal EPS produzido pelo gênero Xanthomonas. O 
mutante XAC0292::Tn5 resultou em um aumento significativo da produção de EPS em relação 
a cepa selvagem X. citri (Figura 14), indicando que a falta do gene XAC0292 pode ter 
ocasionado um desequilíbrio celular. Os passos iniciais da síntese de EPS não são ainda bem 
esclarecidos, mas sabe-se que proteínas de membrana estão envolvidas nesse processo 
(BIANCO et al., 2014). Por exemplo, a proteína que comanda a biossíntese das unidades 
pentaméricas repetidas do polissacarídeo xantana, GumB, é uma proteína de membrana 
(GALVÁN et al., 2013) e faz parte do operon composto por 12 genes (gumB-M) (KATZEN et 




Uma vez que a produção de goma xantana é essencial para formação da matriz de 
biofilme maduro (LI; WANG, 2011b; RIGANO et al., 2007), a redução ou aumento de EPS é 
capaz de alterar a formação de biofilme. Essa declaração vai ao encontro aos atuais resultados 
apresentados, uma vez que o mutante XAC0292::Tn5, além de apresentar um aumento na 
produção de goma xantana (Figura 15), evidenciou também uma maior formação de biofilme 
em superfície abiótica (Figura 11), e foi restaurado com a inserção do gene XAC0292 intacto 
(Figura 24). Assim como a xantana (CROSSMAN; DOW, 2004; DOW et al., 2003), outros 
polissacarídeos desempenham papel importante na fisiologia do biofilme e persistência de 
bactérias Gram-negativas, tais como ácido colânico em E. coli K-12 (DANESE; PRATT; 
KOLTER, 2000); Pel e Pls em Pseudomonas aeruginosa (JACKSON et al., 2004), alginato e 
levan em P. syringae (LAUE et al., 2006).  
Diversos autores tem proposto  que a xantana possui relação com a motilidade 
sliding (MALAMUD et al., 2011), visto que mutantes do operon gum que não produzem goma 
xantana apresentaram redução na motilidade. Nossos resultados demonstraram que o mutante 
XAC0292::Tn5, que possui maior produção de EPS, apresentou também maior espalhamento 
em meio 0,5% ágar (Figura 17A). Como motilidade sliding é dependente da secreção de EPS 
no meio (MURRAY; KAZMIERCZAK, 2008), quanto maior a quantidade de EPS maior 
deverá ser a movimentação da bactéria, o que explica o aumento de motilidade do mutante 
XAC0292::Tn5. Entretanto, os resultados com esse mutante demonstraram que a produção de 
goma xantana não interferiu na motilidade swimming, já que não apresentou diferença quanto 
a esse tipo motilidade (Figura 17B). Isso também foi relatado anteriormente no trabalho com 
mutante gumB, que mostrou uma motilidade semelhante a estirpe wild-type (MALAMUD et 
al., 2011), concluindo que a quantidade de EPS não interfere na motilidade swimming da 
bactéria. 
A habilidade de produzir exopolissacarídeos também tem sido correlacionada com 
a virulência de várias bactérias fitopatogênicas, particularmente Xanthomonas 
(DHARMAPURI; SONTI, 1999; KATZEN et al., 1999; KEMP et al., 2004; YU et al., 1999). 
Os mutantes com deficiência de xantana de várias Xanthomonas mostram virulência reduzida 
em comparação com bactérias wild-type (DUNGER et al., 2007; LI; WANG, 2012; RIGANO 
et al., 2007). No entanto, em X. citri a maior produção de goma xantana, assim como formação 
de biofilme, não interferiu na capacidade da bactéria em causar lesões de cancro cítrico na folha 
(DUNGER et al., 2007). Por outro lado, ela é importante na sobrevivência da bactéria na 




aumentando a aderência da bactéria ao mesófilo foliar do hospedeiro e, portanto, facilitando a 
colonização de tecidos mais distantes (DUNGER et al., 2007; RIGANO et al., 2007).  
Apesar do mutante ecnA::Tn5 não exibir completa perda de virulência, há uma 
atenuação dos sintomas produzidos aos 21 dias após inoculação por infiltração em folhas de 
laranja doce (Figura 18B), o que pode ser estar associado ao menor crescimento da bactéria in 
planta após 14 e 21 dias (Figura 18A). Já o ensaio de patogenicidade com o mutante 
XAC0292::Tn5 não foi muito esclarecedor, visto que quando infiltrado em folhas de laranja 
doce, esse mutante apresentou maior encharcamento (water-soaking) ao redor da lesão, porém 
o desenvolvimento de necrose foi mais lento em relação a X. citri (Figura 25B). Water soaking 
ou encharcamento é um sintoma característico da infecção por X. citri e é causado em parte 
pelo aumento de captação de água pela ação dos capilares, como consequência da perda do 
espaço intercelular do mesófilo pela multiplicação das bactérias (DOLPH; MAJERCZAK; 
COPLIN, 1988). Apesar desse sintoma indicar uma maior multiplicação bacteriana, menor 
quantidade de células foi reisolada das folhas inoculadas com o mutante XAC0292::Tn5 (Figura 
18A). Diante desse cenário, pode ser possível, que a mutação do gene XAC0292 altere a 
expressão de algum outro gene envolvido no processo da patogenicidade de X. citri, causando 
um atraso no desenvolvimento dos sintomas, culminando na necrose do tecido foliar. 
Por meio da inoculação por pulverização da suspensão bacteriana, o mutante 
ecnA::Tn5 também demonstrou um menor crescimento (Figura 19B) e diminuição na incidência 
de sintomas foliares (Figura 19A). Esse desenvolvimento mais lento de sintomas pode resultar, 
pelo menos parcialmente, da alteração da formação de biofilme, uma vez que o biofilme pode 
agir como um importante fator de virulência que contribui para sobrevivência epifítica e pelo 
desenvolvimento de sintomas da doença em várias Xanthomonas spp., incluindo X. campestris 
pv. campestris, X. oryzae pv. oryzae e X. citri subsp. citri (BÜTTNER; BONAS, 2010). Além 
disso, antes de invadir o tecido hospedeiro, X. citri persiste na superfície foliar da planta e tem 
de enfrentar estresses do ambiente. Depois de entrar no hospedeiro, a bactéria deve tolerar as 
moléculas pré-formadas de defesa para estabelecer uma infecção bem-sucedida. Portanto, a 
alteração da formação de biofilme pode atenuar a sua adaptação às condições do microambiente 
hospedeiro, que resultam em sua deficiência de crescimento e, consequentemente, reduzida 
virulência (LI; WANG, 2012; RIGANO et al., 2007). 
Em contraste, os sintomas causados pelo mutante XAC0292::Tn5 na superfície 
foliar após 21 dias foram considerados mais severos (Figura 19B). Contudo, não houve 
diferença na sobrevivência da bactéria mutante, uma vez que a quantidade de bactéria isolada 




possibilidade para explicar a maior severidade de sintomas é que esse mutante se movimenta 
mais devido a maior produção de EPS, por isso, a bactéria mutada poderia ter uma maior 
facilidade de penetrar pelos estômatos e causar a doença. Trabalhos com mutantes que são 
afetados na habilidade de se movimentar ou tem uma menor aderência apresentam uma 
alteração na patogenicidade, causando menor quantidade de sintomas (DUNGER et al.,2014; 
MALAMUD et al., 2011). Outra possibilidade é que a formação de EPS contribua com maior 
agregação das bactérias ao redor dos estômatos, aumentando a possibilidade da entrada da 
bactéria para o interior do mesófilo e, em consequência, desenvolvimento de lesões de cancro 
cítrico.  
A importância da produção de EPS para a adesão célula-célula, assim como para a 
formação de biofilme é bem estabelecida. No entanto, qual seria o envolvimento dos genes 
ecnA e XAC0292 nesse processo da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri? Em relação ao 
locus ecnAB, uma hipótese seria que EcnA pode ser envolvido na via de regulação de algum 
gene envolvido com a formação de biofilme ou ainda com algum gene relacionado diretamente 
à patogenicidade da bactéria. Já foi reportado em outras bactérias que antitoxinas podem agir 
regulando a expressão de outros genes (SOO; WOOD, 2013). Especificamente, a antitoxina 
DinJ reduz o nível da tradução do fator de transcrição RpoS, por meio da repressão do gene 
cspE, o qual codifica a proteína “cold-shock” CspE e facilita a tradução do mRNA rpoS. 
Consequentemente, DinJ influencia a resposta geral ao estresse indiretamente pela regulação 
de cspE (HU; BENEDIK; WOOD, 2012). Em Xanthomonas, os produtos codificados pelos 
genes XAC2018/bdp6 e XAC1499/bdp20, que estão envolvidos na produção de EPS e 
motilidade celular, contém domínio de ligação ao DNA XRE-like HTH (LI; WANG, 2011b). 
A família protéica “XRE DNA-binding” é uma família de reguladores transcricionais que 
podem agir como ativadores e/ou repressores em uma variedade de bactérias (GERSTMEIR et 
al., 2004). Por exemplo, mqsA codifica uma antitoxina contendo um domínio XRE HTH que 
regula positivamente a transcrição de mqsR (b3022). MqsR/MqsA reprime a expressão do gene 
rpoS, que por sua vez reduz a concentração do mensageiro 3,5-cyclic diguanylic acid (c-di-
GMP), levando a um aumento de motilidade e redução de biofilme (BROWN et al., 2013; LI; 
WANG, 2011b; WANG et al., 2011).  
Apesar disso, experimentos mais específicos, como a análise da expressão gênica 
de alguns genes candidatos, necessitariam ser realizados para confirmação dessa hipótese, 
porém esse é um primeiro indício de que a mutação do gene ecnA age no processo de formação 
de biofilme em X. citri. Os resultados da análise fenotípica explicam parcialmente a redução da 




primeiro relato de um provável sistema toxina-antitoxina envolvido com a formação de biofilme 
em Xanthomonas. 
Em relação ao gene XAC0292, muito pouco se sabe para que uma hipótese seja 
criada, contudo, estudos sobre a regulação temporal e espacial da produção de xantana no 
desenvolvimento do cancro precisam ser realizados, bem como estudos para compreender 
outros mecanismos de regulação da expressão desse gene envolvido na formação de biofilme, 






A análise fenotípica do mutante ecnA::Tn5 demonstrou uma menor adesão em 
superfície abiótica, assim como uma menor formação de biofilme na superfície foliar, o que foi 
resultante da menor quantidade de EPS produzida pelo mutante. Por sua vez, a diminuição do 
biofilme pode ser responsável pelo menor crescimento bacteriano in planta, o que levou a uma 
redução de sintomas de cancro cítrico aos 21 dias após inoculação. Por outro lado, o mutante 
XAC0292::Tn5 apresentou uma maior formação de biofilme, tanto em superfície abiótica 
quanto biótica. Esse fenótipo foi resultante da maior quantidade de goma xantana produzida 
por esse mutante, o que levou também a uma maior motilidade sliding, uma vez que a maior 
quantidade de EPS age como um surfactante no meio, permitindo que a bactéria se espalhe com 
mais facilidade. Nós demostramos também que o mutante XAC0292::Tn5 apesar de apresentar 
um maior “encharcamento” quando infiltrado em folhas de laranja doce, possui um menor 
crescimento bacteriano na superfície foliar quando inoculado por pulverização. A 
complementação dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5 restaurou os fenótipos dos mutantes 
ao nível da estirpe X. citri, sugerindo que a inserção do transposon nos genes ecnA (XAC4008)e 
XAC0292, respectivamente, não causou uma mutação polar. Por fim, esse capítulo confirma a 
importância do EPS para a formação de biofilme, bem como para a sobrevivência da bactéria 
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1.1. OBJETIVO GERAL 
Caracterizar a função do gene hrpB (XAC0293) de Xanthomonas citri subsp. citri 
quanto à formação de biofilme e patogenicidade. 
 
1.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Promover o nocaute do gene hrpB e avaliar o mutante fenotipicamente; 
 Restaurar o fenótipo do mutante ΔhrpB por meio de complementação; 
 Avaliar a funcionalidade do gene hrpB no processo de formação de biofilme, através da 
adesão em superfície abiótica, avaliação da produção de EPS e motilidade; 
 Avaliar a formação de biofilme epifítico e patogenicidade em folhas de laranja doce 
(Citrus sinensis L. Osb.); 
 Avaliar o crescimento da população bacteriana em diferentes tempos após a inoculação 
através do isolamento da bactéria da superfície foliar de laranja doce; 
 Avaliar a expressão de genes envolvidos com a formação de biofilme em X. citri em 
bactérias cultivadas em meio NB e em bactérias isoladas da superfície foliar de laranja doce 
inoculadas por aspersão; 
 Avaliar a estabilidade do mRNA transcrito pelo gene que obtiver a maior diferença de 
expressão relativa do mutante ΔhrpB em relação à estirpe selvagem X. citri 306; 
 Avaliar a sequência 5’UTR do transcrito que obtiver a maior diferença de expressão 









The ATP-dependent RNA helicase HrpB plays an important role in motility and biofilm 
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Background: RNA helicases are enzymes that catalyze the separation of double-stranded RNA 
(dsRNA) using the free energy of ATP binding and hydrolysis. DEAD/DEAH families 
participate in many different aspects of RNA metabolism, including RNA synthesis, RNA 
folding, RNA-RNA interactions, RNA localization and RNA degradation. Several important 
bacterial DEAD/DEAH-box RNA helicases have been extensively studied. In this study, we 
characterize the ATP-dependent RNA helicase encoded by the hrpB (XAC0293) gene using 
deletion and genetic complementation assays. We provide insights into the function of the hrpB 
gene in Xanthomonas citri subsp. citri by investigating the roles of hrpB in biofilm formation 
on abiotic surfaces and host leaves, cell motility, host virulence in the citrus canker bacterium 
and growth in planta. 
Results: The hrpB gene is highly conserved in the sequenced strains of Xanthomonas. Mutation 
of the hrpB gene (∆hrpB) resulted in a significant reduction in biofilms on abiotic surfaces and 
host leaves. ∆hrpB also exhibited increased cell dispersion on solid medium plates. ∆hrpB 
showed reduced adhesion on biotic and abiotic surfaces and delayed development in disease 
symptoms when sprayed on susceptible citrus leaves. Quantitative reverse transcription-PCR 
assays indicated that deletion of hrpB reduced the expression of four type IV pili genes. The 
transcriptional start site of fimA (XAC3241) was determined using rapid amplification of 5’-
cDNA Ends (5’RACE). Based on the results of fimA mRNA structure predictions, the fimA 5’ 
UTR may contain three different loops. HrpB may be involved in alterations to the structure of 
fimA mRNA that promote the stability of fimA RNA. 
Conclusions: Our data show that hrpB is involved in adherence of Xanthomonas citri subsp. 
citri to different surfaces. In addition, to the best of our knowledge, this is the first time that a 
DEAH RNA helicase has been implicated in the regulation of type IV pili in Xanthomonas. 
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RNA helicases are enzymes that catalyze the ATP-dependent separation of double-
stranded RNA (dsRNA). RNA helicases are found in all kingdoms of life [1, 2].  DEAD-box 
proteins, which are named for their highly conserved motif I residues (Asp-Glu-Ala-Asp), and 
the related DEAH, DExH and DExD families, which are commonly referred to collectively as 
the DExD/H helicase family, share eight conserved motifs [3–5] that have been shown to be 
involved in the activities and regulation of ATPases and helicases [6]. 
DExD/H proteins participate in many different parts of RNA metabolism, including  
RNA synthesis, RNA folding, RNA-RNA interactions, RNA localization and RNA degradation 
[6–9]. Several bacterial DEAD-box proteins have been characterized and found to be involved 
in different phenotypes. For example, in Bacillus subtilis, two cold-induced putative RNA-
helicases, CshA and CshB, are thought to be essential for cold adaption, during which they 
work in conjunction with cold-shock proteins to rescue misfolded mRNA molecules and to 
maintain proper initiation of translation at low temperatures [10]. Mutation of the cshA DEAD-
box gene in Staphylococcus aureus resulted in the dysregulation of biofilm formation and 
hemolysis via modulation of agr mRNA stability [6]. Furthermore, the putative DEAD-box 
helicase AggH is important during auto-aggregation [11] in Lactobacillus reuteri. In Listeria 
monocytogenes, four putative DEAD-box RNA helicases (lmo0866, lmo1246, lmo1450 and 
lmo1722) are required for growth and motility [12].  
HrpA, a DEAH-box RNA helicase in Escherichia coli, is involved in processing 
daa mRNA from a fimbrial operon. This processing event results in a stable mRNA and the up-
regulation of daa expression relative to the levels of other proteins that are encoded by the 
polycistronic transcript [13]. The HrpA protein also appears to be involved in physical 
interactions with a variety of ribosomal proteins in E. coli either directly or indirectly through 
RNA interactions [14, 15], consistent with a possible translational-level regulatory role [8].  
In our previous study, we screened Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) for 
mutants that were associated with effects on biofilm and identified hrpB/XAC0293, which 
encodes a probable DEAH-box RNA helicase. The function of RNA helicases in the Gram 
negative bacteria X. citri has not been explored. X. citri causes citrus canker, one of the most 
economically damaging diseases that affects citrus [16, 17]. It is spread by wind-blown rain and 
invades the host directly through natural openings, such as stomata, and through wounds [16]. 




increases the epiphytic survival of the bacteria and plays an important role in the invasion of 
host intercellular spaces by X. citri  [18, 22].  
Biofilms are communities of bacterial cells that are embedded in a matrix of 
extracellular polymeric compounds that are attached to a surface [23]. Biofilm formation is a 
dynamic and complex process that generally includes the initial attachment of cells to the 
surface at the substratum, physiological changes within the organism, multiplication of the cells 
to form microcolonies and the maturation of the biofilm [21]. The stable adhesion of the bacteria 
to the surface is a key step in biofilm formation, and type IV pili (T4P) genes are thought to be 
important for cell-to-cell aggregation and adherence to surfaces [24]. The X. citri strain 306 
contains a functional T4P [25]. The FimA proteins (XAC3241 and XAC3240), which form the 
major pilin subunit [26], are produced through the secretion and polymerization of pilin 
subunits via a process that depends on PilB, a hexameric ATPase that is associated with the 
bacterial inner membrane [27]. Pilus retraction is powered by another ATPase, PilT/PilU [28]. 
In this study, we showed that the hrpB (XAC0293) gene plays an important role in 
adherence and biofilm development in X. citri and that its deletion reduced the expression of 
type IV pili genes. Our study sheds light on the involvement of DEAD/DEAH-box proteins in 





1. XAC0293/hrpB encodes a putative ATP-dependent RNA helicase that is involved in 
RNA metabolism 
The XAC0293 open reading frame (ORF) is 2501 bp in length and is located within 
the genome at position 348799-351300 (Figure 1). The adjacent genes upstream (XAC0294) 
and downstream (XAC0292) of this location are in the same orientation and encode 
hypothetical proteins. XAC0293 was annotated as an 833 amino acid-long ATP-dependent 
RNA helicase, and the predicted pI and molecular weight (MW) of this amino acid are 9.49 and 






Figure 1: (A) Schematic diagram of the hrpB (XAC0293) gene in the X. citri subsp. citri strain 
306 genome and the lengths of the open reading frames [29]. (B) Domain structure analyses of 
hrpB in Xanthomonas citri subsp. citri and E. coli. The domain structure predictions were 
performed using the Pfam protein families database. Domain symbols: DExDc, DEAD-like 
helicase superfamily; HELICc, Helicase superfamily c-terminal domain; HA2, Helicase-
associated domain; and HrpB_c, ATP-dependent helicase C-terminal domain.    
 
The protein XAC0293 shares 42% identity with the Escherichia coli RNA helicase 
HrpB, the function of which has not been described. A domain structure analysis performed 
using the Pfam database showed that XAC0293 contains four domains that are associated with 
DEAD/H-box RNA helicase proteins, including a DEAD-like helicase superfamily domain 
(DEXDc) at the N-terminal, a helicase superfamily c-terminal domain (HELICc), a helicase-
associated domain (HA2), and an ATP-dependent helicase C-terminal domain (HrpB_c) at its 
C-terminal. The HrpB protein also contains two predicted ATP-binding sites, one Mg++-binding 
site and one nucleotide-binding region. Protein BLAST showed that XAC0293 is highly 
conserved in other Xanthomonas species (Figure 2), including X. campestris pv. vesicatoria str. 
85-10 (97% identity), X. oryzae pv. oryzae KACC 10331 (95% identity), X. campestris pv. 
campestris str. ATCC 33913 (91% identity), and Xylella fastidiosa (72% identity) (Table 1). In 
addition, a total of four ATP-dependent RNA helicases were identified in X. citri, including 
Xac0293, Xac3122, Xac2390, and Xac0442. Among these, both Xac0293 and Xac0442 are 





Figure 2: Sequence alignments of HrpB homologs. The * indicates the presence of a 
conserved motif. The ATP-binding region (GAGKT) that characterizes the DEAD-like helicase 
superfamily is indicated by a box. Abbreviations are as follows: ECHrpB, Escherichia coli str. 
K-12 str. DH10B; XF1229, Xylella fastidiosa 9a5c; X. citri0275, Xanthomonas campestris pv. 
campestris str. ATCC 33913; Xoo4533, Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC 10331; 
XAC0293, Xanthomonas citri subsp. citri; and Xcv0300, Xanthomonas campestris pv. 










Xanthomonas campestris pv. 




Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
KACC 10331 
ATP-dependent RNA helicase 0.0 95% 
Xanthomonas campestris pv. 
campestris str. ATCC 33913 
ATP-dependent RNA helicase 0.0 91% 
Xylella fastidiosa 9a5c ATP-dependent helicase 0.0 72% 






2. Mutation of hrpB affected biofilm formation on abiotic surfaces and host leaves in X. 
citri 
To study the function of hrpB, we used an allelic exchange protocol to produce an 
hrpB mutant (∆hrpB) of X. citri strain 306, which was confirmed using PCR. The growth curve 
of the mutant was not different from that in the wild-type (data not shown). Biofilm 
development was examined in polystyrene plates and glass tubes and on sweet orange leaves. 
A significant reduction in biofilm formation was observed in ∆hrpB after 48 hours of growth 
in NB medium containing 1% glucose compared to the wild-type and complemented strains 
(Figure 3A). Crystal violet staining was over 5 times more intense in the X. citri wild-type strain 
than in the ∆hrpB strain.  Similar results were observed in attachment to abiotic and leaf 
surfaces. The ∆hrpB strain formed over 4 times less biofilm on host leaves (OD590=0.54 ± 
0.20) than the wild-type strain (OD590=2.19 ± 0.45), and the complemented strain, ∆hrpBp53-
hrpB, formed levels similar to the wild-type strain (Figure 3B). No difference was observed in 
xanthan gum production between the wild-type and mutant hrpB strains under the tested 
conditions (data not shown).  These findings suggest that the hrpB gene is involved in cell 





Figure 3: Biofilm formation by X. citri subsp. citri strain 306 and its derivatives. (A) 
Biofilm formation on abiotic surfaces. (B) Biofilm formation on citrus abaxial leaf surfaces. 
The results of the biofilm formation assays were quantified by measuring the optical density 
after dissolution in ethanol-acetone (70:30, v/v). Values are expressed as the means ± standard 
deviation. * indicates significantly different p-values (p≤0.05) according to Tukey’s tests. 
 
3. Deletion of XAC0293/hrpB resulted in increased motility 
RNA helicases have previously been reported to be involved in bacterial motility 
[12, 30]. The ∆hrpB and wild-type strains were both tested to determine their motility on 0.5% 
agar SB medium, which is used in sliding analyses in X. citri. In X. citri, sliding motility was 
promoted by EPS and inhibited by type IV pili [19, 27]. Deletion of hrpB increased cell 
dispersion in X. citri on SB medium plates (P <0.05, turkey test) (Figure 4A). On the plate, the 
diameters of the growth zones that resulted from migration away from the inoculation points 
on the agar surface were approximately 1.41 cm for ∆hrpB and 0.61 cm for the wild-type strain 
after 48 hours at 28°C (Figure 4B). Swimming analyses were also performed, but no difference 
was observed between the mutant and wild-type strains (data not shown). The complemented 
strain showed results similar to those of the wild-type strain, indicating that the motility 
phenotype of the mutant was restored (Figure 4A and B). Growth curve assays were performed, 
and no difference was observed between the strains, indicating that the difference observed in 





Figure 4: Sliding motility in X. citri subsp. citri strains. (A) ∆hrpB showed an increase in 
motility that could be restored to wild-type levels by the introduction of a plasmid containing 
the intact hrpB gene. (B) Measurements of the diameters of cell spread on plates. Cells were 
inoculated from bacterial cultures at exponential stage onto SB plates that were supplemented 
with 0.50% agar. The assays were photographed and measured after 48 hours of incubation at 
28°C. Abbreviations: wt-p53, wild-type strain 306 with empty vector pUFR053; ∆hrpB, hrpB 
mutant; and ∆hrpB-p53hrpB, complemented hrpB mutant. Values are expressed as the means 
± standard deviations of three independent experiments. Different letters indicate significantly 
different p-values (p≤0.05) in Tukey’s tests. 
 
4. HrpB is important to X. citri survival on host leaves and contributes to virulence 
The data from the motility and biofilm formation assays together indicated that 
there was a reduction in adhesion that could lead to decreased survival in X. citri on its sweet 
orange host. Populations of different strains were quantified at different post-spraying 
timepoints on citrus leaf surfaces. At seven days after the initial inoculation, the ∆hrpB 
population was smaller than the population of the wild-type strain 306 (Figure 5B). Delayed 
symptoms were observed in the ∆hrpB strain compared to the wild-type strain. At 21 days post-
inoculation (dpi), the number of canker lesions on leaves infected with ∆hrpB was significantly 
less than the number on leaves inoculated with the wild-type strain (Figure 5A). Symptoms 
induced by ∆hrpB could be restored to wild-type levels by complementation with plasmid-
borne hrpB (Figure 5B). However, there was no difference between the wild-type and the ∆hrpB 
strains in growth or symptom development when they were inoculated into the host leaves via 




plays an important role in the initial stages of infection in leaves, probably before entry of the 
pathogen into host plant intercellular spaces. 
 
Figure 5: Pathogenicity assay and growth of X. citri subsp. citri strains in planta. (A) 
Symptoms were analyzed on the lower the surfaces of sweet orange leaves at 21 days post-
inoculation (d.p.i.). (B) In vivo bacterial growth in populations of wild-type, ∆hrpB and a 
complementary strain of Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) that were inoculated on the 
sweet orange leaves by spraying the leaves with bacteria at a concentration of 108 CFU/mL. 
Bacterial cells were extracted from the leaves at different time points after inoculation. The 
leaves were homogenized in MgCl2 and then plated on appropriate media after serial dilution. 
Colonies were counted after a 2-day incubation at 28°C. Abbreviations: wt-p53, wild-type 
strain 306 with empty vector pUFR053; ∆hrpB, hrpB mutant; and ∆hrpB-p53hrpB, 
complemented hrpB mutant. Values are expressed as the means ± standard deviations of three 
independent experiments. 
 
5. HrpB regulates the expression of type IV pili (T4P) genes 
To gain new insights into the roles of hrpB in biofilm formation and to explain the 
reduction observed in adherence in the hrpB mutant, we performed qRT-PCR assays using total 
RNA from wild-type and ∆hrpB strains that were grown in NB medium and in orange leaves 
that were inoculated by spraying. We determined the expression levels of four type IV pili genes 
(T4P) based on our results and previous studies that showed that mutations in type IV pilus 
gene are associated with increased motility and decreased biofilms [26, 27]. The genes 
fimAXAC3241 and fimA2XAC3240, which encode for the major pilin subunit [26], and pilBXAC3239, 
an ATPase gene that is required for T4P polymerization [27], may belong to the same operon 




medium (Figure 6A). On the other hand,  the expression of pilTXAC2924, an ATPase that is 
essential for T4P biogenesis [31], was not different from that observed in the wild-type (Figure 
6A). Likewise, qRT-PCR results from an analysis of X. citri recovered from leaves showed that 
there were no changes in the expression of the studied genes between ∆hrpB and the wild-type 
strain at 1 dpi. However, as shown in figure 6B, at 3 and 7 dpi, the expression levels of fimA, 
fimA2 and pilB were reduced in the ∆hrpB strain compared to the wild-type strain. Analysis of 
the results from qRT-PCR suggested that the ∆hrpB phenotype reflects the impaired expression 
of fimA, fimA2, and pilB, which encode the essential components of the type IV pili machinery. 
 
Figure 6: Comparison of type IV pili gene expression (using QRT-PCR) in the wild-type 
and the ∆hrpB bacteria that were cultured in NB medium and in planta. (A) Relative 
expression levels on NB medium. (B) Relative expression levels in planta. The data are 
presented as the ratio (Log2-fold change) of the transcript number in ∆hrpB compared to the 
number in wild-type. The DNA gyrase subunit A-encoding gene gyrA was used as an 
endogenous control. Both qRT-PCR assays were repeated twice with similar results, and three 
independent biological replicates were performed each time. 
 
6. Mapping of the 5’ untranslated region of the fimA (XAC3241) transcript 
Previous studies have suggested that RNA helicases act by unwinding the 
secondary structure of the 5’ UTR in the target mRNA, which enables binding and scanning by 
the small ribosomal subunit to the start codon, AUG  [1, 2]. To determine the mechanism by 
which HrpB acts on the fimA transcript, we mapped the 5’-UTR of the fimA mRNA to check 
the presence of putative secondary structures in this region. The 5’ UTR of fimA was determined 




to identify the specific transcriptional start site of fimA, which is located 113 nucleotides 
upstream of the first codon (Figure 7A).  
 
Figure 7: Identification of the fimA (XAC3241) transcriptional start site in X. citri subsp. 
citri. The transcriptional start site was determined using 5’ RACE. (A) A specific PCR product 
was detected after amplification was performed using reverse-transcribed cDNA with gene-
specific primers for the pilA gene and with the adapter primers SP2 and SP1 (Roche). (B) 
Sequencing of the PCR products showed that the nucleotide indicated by arrow is the 
transcription start site of fimA in X. citri. The +1 nucleotide is indicated with an arrow, and the 
-35 and -10 sequences are shown in bold and italic, respectively. ATG is indicated in red, and 
the specific primer used to amplify the fragment is shown in bold. The letters represent the 
hairpins that were identified in the RNA: a = 1st hairpin, b = 2nd hairpin and c = 3rd hairpin. (D) 
The model used to predict the secondary structure of the fimA sequences was obtained using 
MFold software. AUG is shown in a red box.  
 
Analysis of the results of 5’ RACE showed that the -35 and -10 regions were the 
locations for the ribosome binding site and the first codon for fimAXAC3241 in X. citri (Figure 
7B). Mfold [32] was used to predict the RNA structure of this region, and the analysis suggested 





Figure 8: Analysis of fimA (XAC3241) mRNA stability.  A) The predicted secondary 
structure of the fimA 5’ untranslated region was obtained using MFold software. The first codon, 
AUG, is shown in a red box. B) Analysis of fimA mRNA abundance in the wild-type, ∆hrpB 
and complementation (∆hrpB-p53hrpB) strains was performed using RT-PCR. Analysis of the 
wild-type, ∆hrpB and complementation (∆hrpB-p53hrpB) strains that were grown in NB 
medium to OD 600 nm=0.5 and then treated with 10 mg/mL ciprofloxacin before being 
harvested at several time points. fimA mRNA stability was then determined in the wild-type 
and ∆hrpB strains using RT-PCR. Total RNA was isolated, and 2 mg of RNA was used to 
synthesize the cDNA that was used for RT-PCR in 25 mL reactions. The reactions were 
subjected to PCR amplification for 22 cycles. Ten microliters of each reaction was resolved on 
a 1.5% agarose gel. The stability of the fimA transcript was evaluated, and gyrA was used as the 
control to normalize the fimA amplification products. 
 
7. Effects of hrpB on fimA transcript stability  
Because the qRT-PCR analysis showed that there were lower levels of the 




and on plant surfaces, we next analyzed the stability of the fimA (XAC3241) transcript in the 
wild-type and ∆hrpB strains. To measure the stability of the fimA mRNA in the wild-type and 
∆hrpB strains, the abundance of the fimA transcript was analyzed using the gyrA transcript as a 
control in RT-PCR. Prior to the reactions, transcription was blocked by adding 10 µg/mL 
ciprofloxacin (Sigma, USA) to the X. citri cell cultures. The relative abundance of the fimA 
transcripts was estimated from the specific PCR products that were observed on the agarose 
gels in comparison to the abundance of the control. The data showed that there was a significant 
reduction in the abundance of the fimA mRNA after 10 and 15 min in ∆hrpB compared to the 
wild-type strain (Figure 8B). These results revealed that the fimA transcript may be more stable 
in wild-type X. citri strains than in the hrpB mutant. This reduced stability may contribute to 
the differences observed in fimA transcript levels between the ∆hrpB and the wild-type X. citri 





Stable adhesion to an appropriate surface is  the first step in biofilm formation [33]. 
The ability of X. citri to form biofilms enhances the epiphytic persistence of this species on host 
leaves, which plays an important role in the early stages of infection [18, 21]. The present study 
indicates that a putative ATP-dependent RNA helicase in the DExD/H family, XAC0293/HrpB, 
may perform many roles in X. citri because it is important for adherence to surfaces and motility 
and for the epiphytic survival of the bacteria on citrus leaves, which results in a reduction in the 
development of symptoms. The phenotype changes observed in ∆hrpB may be caused by the 
positive regulation of T4P genes, such as fimA (XAC3241), by the HrpB protein in wild-type 
X. citri. Our results show that the predicted HrpB protein in X. citri exhibits several 
characteristics that are considered typical for RNA helicases [2, 4]. These include a DEAH-like 
helicase superfamily domain and the presence of an ATP-binding region (GAGKT) (Figure 1). 
Previous studies have suggested that DEAD-box RNA helicases may be essential to these 
processes [34]. The observed hrpB mutants may be caused by the presence of multiple DEAD-
box RNA helicases in X. citri, such as Xac0293 and Xac0442. Interestingly, four DEAD-box 
helicases, SrmB, RhlE, CsdA, and RhlB, are present in E.coli, and RhlB, RhlE, and CsdA are 
interchangeable for certain functions [35].  
In plant-bacteria interactions, biofilm formation has been implicated in the 




have been found to be important for biofilm formation in X. citri [20, 21, 33, 38–40]. However, 
to the best of our knowledge, XAC0293/hrpB has not been previously reported to play a role in 
biofilm formation in Xanthomonas. In X. citri, deletion of hrpB resulted in a decrease in cell 
adhesion and consequently less biofilm compared to a wild-type strain on both abiotic and biotic 
surfaces (Figure 3). The ∆hrpB mutant also showed a reduction in population on leaf surfaces 
when spray inoculated and a delay in canker development (Figure 5). Similar phenotypes were 
also observed in other X. citri mutants, including type 4 pilus mutants [18, 41]. As expected, no 
difference was observed in symptoms when the hrpB mutant cells infiltrated into the host the 
leaves. Similar results were previously reported in X. citri T4P mutants, indicating that T4P 
plays an important role in the adherence and epiphytic stages of canker disease but not in the 
mesophyll stage, whereas other mechanisms, such as the type III secretion system, have been 
shown to be involved [26].   The reduction in adhesion was also observed as a significant 
increase in sliding motility on a semisolid medium (Figure 4). The faster movement of the cells 
may be attributed to a lack of cell-to-cell aggregation. A similar phenotype was observed in X. 
citri when the hemagglutinin-like adhesins that are involved in cell-to-cell aggregation were 
mutated [33].  In addition, it has been shown that in X. citri, sliding motility is inhibited by 
surface structures, such as T4P, possibly as a result of the increased interactions between the 
bacterial cells and the substrate [19, 21, 27, 41]. Therefore, fimA (XAC3241) and pilB 
(XAC3239) mutants showed increased sliding motility and reduced biofilm formation [26, 27]. 
Taken together, these results are in agreement with our data, in which we verified that hrpB 
mutation resulted in the repression of TP4 genes, a reduction in adhesion and an increase in 
movement (Figure 6).  
RNA helicases participate in many aspects of RNA metabolism and have been 
shown to be involved in different phenotypes, including phenolic acid metabolism [42], cold 
adaption [10], auto-aggregation [11], motility [30]  and biofilm formation [43]. One of the main 
functions of DEAD/DEAH-box RNA helicases is the binding and remodeling of the secondary 
structures of RNA molecules. Our results show that the fimA 5’ UTR contains three different 
loops in its structure. These loops could impair the initiation of translation in X. citri cells 
(Figure 7). Studies of mRNA regulation have shown that mRNA secondary structures in the 5’ 
UTR can dramatically influence the initiation of translation [44]. Thus, the interaction between 
HrpB and fimA leader sequences may function by unwinding the secondary structure in the 5’ 
UTR of the mRNA to enable binding and scanning by the small ribosomal subunit to the start 
codon, AUG, resulting in an increase in the translation efficiency of this mRNA in X. citri cells. 




helicases, CshA and CshB, destabilize the secondary structures in mRNA that prevent the 
initiation of translation so that the single-stranded mRNA can be successively bound by cold 
shock proteins to prevent refolding until translation is initiated at the ribosome [10]. Similarly, 
in E. coli, a DEAH-box RNA helicase that is involved in the processing of the mRNA of a 
fimbrial operon is required to alter the RNA structure element that is upstream of the processing 
site, which consequently increases the stability and translation of the fimbrial transcript [13]. 
These results suggest that the degree to which translation is inhibited in the hrpB mutant was 
correlated with the 5’ UTR secondary structure of the fimA mRNA.  
Translational repression often leads to the rapid decay of mRNA [45]. When the 
translation of mRNA is inhibited, transcripts are generally more susceptible to degradation by 
RNase E [46]. Consistent with these findings, an assay used to assess fimA stability revealed 
that the mRNA of ∆hrpB was less stable than that of the wild- type (Figure 8), which would 
account for the reduced steady-state levels of the mRNA. These data were then reinforced by 
our qRT-PCR data. These findings allowed us to speculate about different possibilities that 
might explain fimA mRNA decay observed in the mutant. Our first hypothesis was that HrpB 
may unwind the loops in the 5’ UTR of the fimA mRNA to enable ribosomal binding, which 
protects the mRNA against decay.  Previous studies have indicated that ribosome binding to a 
ribosome-binding site (RBS) assists in protecting mRNAs from attack by ribonucleases [44, 
46]. This notion is supported by studies that have examined the influence of RBS mutations on 
RNA decay [47]. For example, experiments in both E. coli and B. subtilis have shown that a 
variety of mRNAs can be significantly destabilized by mutations in the Shine-Dalgarno element 
that interfere with ribosome binding by markedly reducing complementarity to 16S rRNA [46, 
48]. Conversely, mutations that improve ribosome binding can prolong mRNA longevity [49]. 
Furthermore, a second possibility that may explain the reduced abundance of transcripts in 
∆hrpB would be that HrpB is associated with the recruitment of other regulatory factors. In 
studies of other DExD/H RNA helicases, it has been proposed that when one of these factors 
binds to a 5’UTR, it may modulate its activity physically to recruit a complex of proteins, which 
could potentially defend the 5’mRNA against decay [1, 13]. However, to fully understand the 
role of HrpB in fimA mRNA stability, the factors that interact with this putative ATP-dependent 
RNA helicase need be identified and characterized. The third hypothesis involves the affinity 
of some ribonucleases to double-stranded RNA. Double-stranded RNAs are targeted by specific 
ribonucleases, such as RNAse III [49]. If HrpB destabilizes the loops in the 5’UTR of the fimA 
mRNA, the putative ribonuclease would not be able to bind to its target, and HrpB could thereby 




The ATP-dependent RNA helicase HrpB appears to positively regulate the fimA 
mRNA in addition to other genes in the same operon that are involved in adherence, biofilm 
formation, motility and the development of citrus canker disease. Further biochemical studies 
are required to determine the mechanisms involving the HrpB protein in this process. To the 
best of our knowledge, this is the first time that a DEAD/H-box RNA helicase has been 
implicated in the regulation of type IV pili genes in Xanthomonas and the first time that a RNA 






In this work, we characterized the hrpB gene, which encodes an ATP-dependent 
RNA helicase, in X. citri. We demonstrate that the HrpB protein in X. citri is involved in biofilm 
formation, motility and survival on leaf tissues. Quantitative reverse transcription-PCR assays 
indicated that deletion of hrpB reduced the expression of three IV pili genes, including fimA. 
The fimA mRNA predicted structure indicated that the fimA 5’ UTR may contain three different 
loops. The ATP-dependent RNA helicase HrpB appears to positively regulate the abundance 





Bacterial strains and growth conditions 
The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 2. E. coli 
DH5α cells were grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium (1% (w/v) tryptone, 0.5% (w/v) 
yeast extract, and 1% (w/v) sodium chloride, pH 7.5) shaking at 200 rpm or on plates. X. citri 
wild-type (ampicillin-resistant) [25] and mutant strains were grown at 28°C in nutrient broth 
(NB; Difco, Detroit, MI) shaking at 200 rpm or on nutrient agar (NA; Difco, Detroit, MI) plates. 
When required, antibiotics were added at the following concentrations: ampicillin (Ap) 100 







Table 2: Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics Reference or source 
Strains   
Escherichia coli   [50] 
DH5α F- recA1 endA1 hsdR17 supE44 
thi-1 gyrA real1 ∆(argE-lacZYA) 
169 Ø lazA ∆ M15 
Promega 
Xanthomonas citri subsp. 
citri 
  
306 Syn. X. axonopodis pv. citri strain 
306; wild-type, Rfr, Apr 
[25, 51] 
∆hrpB (hrpB-) hrpB (XAC0293): pNPTS138 
derivative 
This study 
∆hrpB-p53hrpB (hrpB+) hrpB (XAC0293) contained in 
pUFR053, Gmr 
This study 
Plasmids   
pGEM T-Easy PCR cloning and sequencing 
vector, lacZ, Apr 
Promega 
pNPTS138 Kmr, sacB, lacZα+ M. R. Alley, 
unpublished 
pUFR053 IncW Mob+mob (P) lacZα+ Par+, 
Cmr, Gmr, Kmr, shuttle vector 
[52] 
pNPTS_hrpB hrpB (XAC0293) gene cloning on 
pNPTS138 
This study 
p53_hrpB hrpB (XAC0293) gene cloning on 
pUFR053  
This study 
Apr, Cmr, Gmr, Kmr, and Rfr indicate resistance to ampicillin, chloromycetin, gentamicin, 
kanamycin and rifamycin, respectively. 
 
DNA manipulations 
Bacterial genomic DNA and plasmid DNA were extracted using a Wizard genomic 
DNA purification kit or a Wizard miniprep DNA purification system according to the 
manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI, USA). The concentration and purity of 
the DNA were determined using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop 
Technologies, Wilmington, DE, USA). PCR was performed using standard procedures [53] 
with Pfu DNA polymerase (Promega Corporation, Madison, WI). The restriction digestions and 
DNA ligations were performed according to the manufacturer’s instructions (New England 
Biolabs, USA).  
 
Construction of the hrpB deletion mutant and the complemented strain of X. citri  
To construct the hrpB deletion mutant, approximately 1 kb of the upstream and 




DNA obtained from X. citri strain 306 using the following primer pairs: 0293mF1Hind (5’ 
CGTGTTCACCGAGGACAGTGGCCTG 3’) and 0293mR1Bam (5’ 
ATAAGGATCCAAAAGCGGGGTCGGTCATGC 3’); and 0293F2Bam (5’ 
CTATGGATCCGGCACCTGAAACACATGGACC 3’) and 0293mR2Hind (5’ 
GAATAAGCTTTGCTGCCGGTGGTGGATTGTG 3’), respectively. The PCR products were 
digested with BamH1, and both fragments were ligated to produce a deletion construct. The 
resulting fragment was cloned into the pNPTS138 suicide vector (M. R. Alley, unpublished) to 
generate pNPTS-hrpB (Table 2) using the restriction enzymes EcoR1 and HindIII. The 
plasmids were introduced into E. coli by heat-shock at 42°C according to standard procedures 
[53] and into X. citri by electroporation [54]. The wild-type copy was replaced with the deleted 
version after two recombination events as previously described [55]. All of the obtained clones 
were confirmed using PCR.  
To complement the hrpB knockout mutant, a 2800-bp DNA fragment containing 
the entire hrpB gene plus approximately 300 bp of neighboring region was amplified by PCR 
using total DNA obtained from the X. citri wild-type strain 306 as the template and the specific 
primer pair 0293_p53_F 
(5’AGGAAAAACATATGGGTACCTTTCCGATCTCCCCGTTATTGCC 3’) and 
0293_p53_R (5’AGGAAGGATCCTGCGGTACCGGTGCCACGTGGTTTTGCTCTGT 3’). 
The amplified DNA fragment was cloned into pUFR053 [52] at the KpnI restriction site to 
obtain the recombinant plasmid p53hrpB (Table 2), which was used for genetic 
complementation. The construction was confirmed using sequencing. The recombinant plasmid 
p53hrpB was transferred into ∆hrpB using electroporation, and cells were selected on NA using 
gentamicin, resulting in the strain ∆hrpB-p53hrpB (hrpB+) (Table 2). 
 
Biofilm formation assays 
Biofilms that formed on polystyrene and glass surfaces were examined as 
previously described [56], with modifications. After 24, 48 and 72 hours of incubation, optical 
density was measured at 590 nm, and the data were normalized at an OD of 600 nm. 
Quantitative measurements of 24 replicates were performed for each X. citri evaluated strain. 
Assays of biofilm formation on leaf surfaces were performed as previously described [22]. 
Briefly, a 20 μL volume of each bacterial suspension (108 CFU/mL) was incubated on the 
abaxial surface of Valencia sweet orange leaves, which were maintained at 28°C in a humidified 
chamber. At 24, 48 and 72 hours after the start of incubation, biofilm formation was visualized 




dissolved in 1 mL ethanol:acetone (70:30, v/v) and quantified by measuring the optical density 
at 590 nm. Data from both experiments were statistically analyzed using one-way analysis of 
variance (ANOVA) (p < 0.05), and values are expressed as the means ± standard deviations.  
 
Motility assays 
To test cell motility, bacteria were grown overnight in NB medium. A 3 μL volume 
of bacterial cultures with OD 600 = 0.3 was then spotted onto the surface of a plate containing 
SB medium plus 0.5% (wt/vol) agar (Difco, Franklin Lakes, NJ)  [27] for the sliding motility 
tests or NYGB medium 0.25% (wt/vol) agar [19] for the swimming motility tests. Plates were 
incubated at 28°C for 48 h. The diameters of the circular halos that were occupied by the strains 
were measured, and the resulting values were taken to indicate the motility of X. citri strains. 
The experiments were repeated three times with three replicates each time. The diameter 
measurements were statistically analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) (p < 




Pathogenicity assays were performed as previously described [39]. Briefly, fully 
expanded, immature leaves were obtained from young (approximately 10-week-old) sweet 
orange (Citrus sinensis cv. Valencia) plants that were prepared in a quarantined greenhouse at 
the Citrus Research and Education Center (Lake Alfred, FL). X. citri strains (X. citri306 wild-
type, ΔhrpB and ∆hrpB-p53-hrpB) that were grown in selective antibiotic NB medium 
overnight at 28°C were centrifuged at 4800 rpm and then resuspended in 1% phosphate buffer 
(pH 7.0). Bacterial suspensions from each strain were inoculated by pressure infiltration (105 
CFU/ml) and spraying (108 CFU/mL). Phosphate buffer was used as the control in non-infected 
plants. All plant inoculations involved a minimum of three immature leaves from each plant, 
and three plants were inoculated for each bacterial strain. The plants were kept in a greenhouse 
at the Citrus Research and Educational Center (Lake Alfred, FL, USA) at a temperature of 28 
± 4°C in high humidity for 21 days. Disease symptoms were photographed at 7, 14 and 21 days 
post-inoculation, and both tests were independently repeated two times.  
 
Epiphytic growth on citrus leaves. 
To obtain measurements to analyze bacterial epiphytic survival, populations of the 




At 0, 7, 14 and 21 days post-inoculation, three leaves with similar sizes were randomly collected 
from three different plants. The leaves were immersed in 10 mL of 1% potassium phosphate 
buffer in Falcon flasks (50 mL). Bacterial cells were collected and then vortexed for three 
minutes to homogenize the tissue. Epiphytic bacterial numbers were determined in serial 
dilutions of these suspension and then plated on NA medium with the appropriate antibiotics. 
Colonies were counted after 2 days of incubation at 28°C.  The assays were independently 
repeated two times with three replicates. 
 
RNA extraction and quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (QRT-
PCR) 
To quantitatively analyze gene expression, we used RNA obtained from X. citri 
wild-type and hrpB mutant (ΔhrpB) strains using two methods: NB medium and the leaves of 
sweet orange plants that were inoculated by spraying. For the experiments performed using NB 
medium, the strains were grown in 10 mL of NB at 28°C while shaking, and both bacterial 
cultures were collected in the middle exponential stage (OD=0.8). RNA was immediately 
stabilized by mixing it with 2 volumes of RNA-protecting bacterial reagent (Qiagen, CA, USA. 
It was then incubated at room temperature for 5 min. Bacterial cells were centrifuged at 5,000 
x g for 10 min, and the cell pellets were then treated with lysozyme. RNA extraction was then 
performed using an RNeasy minikit (Qiagen, Valencia, CA). For the epiphytical assays, 3 
different plants were inoculated with each strain at 108 CFU/mL. At different timepoints after 
infection (1, 3 and 7 days after inoculation), three leaves were collected from each plant to 
perform RNA extraction using a RNase plant mini kit (Qiagen, CA, USA). Contaminated 
genomic DNA was removed from the RNA during both experiments by processing the 
preparation using a TURBO DNA-free kit (Ambion, TX, USA), and RNA purity and quantity 
was determined using a ND-8000 Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies, 
U.S.A.). For qRT-PCR assays, 4 genes in the T4P system (XAC3241, XAC3240, XAC3239 
and XAC2924) were chosen for gene expression analyses using the primers shown in Table 3. 
Reverse transcription was performed using an iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad) according 
to the manufacturer’s protocol. Quantitative amplification of the resulting cDNA (1 µg) was 
performed using 0.3 mM of each primer (Table 3) and SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 
(Qiagen) according to the kit instructions in an ABI7300 Real-Time System (Applied 
Biosystems). Relative expression was evaluated using the 2–∆∆CT method. gyrA was used as the 
endogenous control. Both types of quantitative real-time PCR experiments were performed 






















5’ - RACE  
The transcriptional start site of fimA (XAC3241) was determined using a 3’/5’ 
RACE Kit (Roche) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, total RNA was 
obtained from X. citri wild-type cell cultures that were grown in NB medium to an OD 600 of 
1.0. After treating the RNA using a TURBO DNA-free kit (Ambion, TX, USA), the RNA was 
reverse-transcribed using a gene-specific primer (SP1, Table 4) and then purified before a 
poly(dA) tail was added to its 3’ end in a reaction with a terminal transferase enzyme. The 
resulting cDNA was amplified using PCR with the poly-dT primer that was provided in the kit, 
which anneals at the poly(dA) tail, and a gene-specific primer (SP2, Table 4) that was 
complementary to a region upstream of the original cDNA primer. The amplicons obtained 
from the first PCR were submitted to a second-round PCR reaction using the poly dT primer 
and a distinct gene-specific nested primer (SP3, Table 4) that was internal to the first primer. 
The PCR products were ligated into the pGEM-T vector (Promega), and three distinct clones 
were sequenced. 
 






mRNA stability assay  
Bacterial cultures of X. citri subsp citri wild-type, ∆hrpB and the complementation 




ciprofloxacin at a final concentration of 10 mg/ml to inhibit transcription. Samples were 
collected at 0, 5, 10, and 15 min after treatment with ciprofloxacin. The cells were harvested by 
centrifugation at 5,000 rpm and used immediately to extract RNA using a RNeasy Mini kit 
(Qiagen, CA, U.S.A.). Total RNA samples were treated with Turbo RNase-free DNase 
(Ambion) and quantified using a Nanodrop. A total of 2 µg of treated RNA was used for reverse 
transcription using an iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad) according to the manufacturer’s 
protocol. Reactions were subjected to PCR amplification for 22 cycles using 0.3 mM of each 
of two primers, fimAF (5’ GAAGCAACAGGGTTTCACGC 3’) and fimAR 
(5’TATGTTGCCAAGTCGCAGG 3’), and Taq 2x Master Mix (Biolabs). Ten microliters of 
each reaction was resolved in a 1.5% agarose gel. Analyses of gyrA were performed and used 
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 Os mutante de Xanthomonas citri subsp. citri, XAC0292::Tn5 e ecnA::Tn5, foram 
caracterizados fenotipicamente para avaliação da função dos respectivos genes; 
 Os genes ecnA (XAC4008), XAC0292 e hrpB (XAC0293) estão envolvidos no processo 
de formação de biofilme; 
 O gene ecnA possivelmente está envolvido na regulação de outros genes, que por sua 
vez fazem parte do processo de formação do biofilme e/ou estão envolvidos com a 
patogenicidade; 
 O gene XAC0292 é responsável pelo aumento da quantidade de goma xantana 
produzida, o que acarretou à alteração do biofilme no mutante XAC0292::Tn5; 
 Os fenótipos dos mutantes ecnA::Tn5 e XAC0292::Tn5 foram restaurados ao mesmo 
nível da estirpe selvagem X. citri 306; 
 O mutante de deleção ΔXAC0292 apresentou o mesmo fenótipo que o mutante com a 
inserção do transposon Tn5 (XAC0292::Tn5), indicando que o gene XAC0292 é realmente o 
responsável pela alteração da capacidade de formação de biofilme; 
 Não foi possível obter o mutante de deleção do gene ecnA; 
 Foi realizada a deleção do gene hrpB, uma vez que este gene possivelmente faz parte de 
um operon com o gene XAC0292; 
 O gene hrpB está envolvido com a formação de biofilme, motilidade e sobrevivência da 
bactéria X. citri na superfície das folhas de laranja doce 
 A provável RNA helicase dependente de ATP, HrpB, parece regular positivamente o 
mRNA fimA promovendo a estabilidade de fimA em X. citri 306; 
 HrpB tem um papel importante na formação de biofilme e motilidade em Xanthomonas 
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